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În ultimii ani s-a îndreptat atenţia asupra dezvoltării şi obţinerii unor noi 

procese şi produse ecologice cu impact redus asupra mediului înconjurător şi 
sănătăţii umane, dar viabile din punct de vedere economic. Sinteza enzimatică a 
peptidelor cu efect terapeutic s-a dovedit într-o serie de procese o alternativă 
promiţătoare pentru industria farmaceutică. Producţia la scară industrială este 
favorizată de folosirea enzimelor imobilizate, deoarece acestea oferă o serie de 
avantaje comparativ cu cele solubile: condiţii blânde de reacţie, reutilizarea 
biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei care ar putea determina formarea 
metaboliţilor secundari.  

Cercetările efectuate în cadrul tezei de doctorat au urmărit obţinerea de noi 
biocatalizatori pentru modificarea peptidelor la gruparea carboxil terminală. S-a 
pus accent pe imobilizarea alcalazei în matrici siliconice de sol-gel, optimizarea 
metodei de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obţinute şi 
optimizarea condiţiilor proceselor de hidroliză şi amidare ale grupării carboxilice 
C-terminale a peptidelor în vederea obţinerii unei eficienţe catalitice maxime şi a 
unei selectivităti ridicate. S-a studiat structura morfologică, iar enzima 
imobilizată a fost caracterizată prin determinarea activităţii catalitice, stabilităţii 
termice, operaţionale şi de condiţionare a enzimei. De asemenea, s-a studiat 
reproductibilitatea metodei de imobilizare, iar alcalaza imobilizata prin tehnica de 
sol-gel a fost standardizată pentru aplicaţii în sistemele continue.  
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INTRODUCERE 
 
 

Intensificarea normelor de sănătate şi siguranţă a determinat căutarea 
intensivă a alternativelor biotehnologice de sinteză a peptidelor folosite în industria 
alimentară şi în medicină. În ultimul deceniu s-a pus accentul pe dezvoltarea noilor 
metode de producţie pe scară largă a peptidelor biologic active cu ajutorul 
proteazelor. Datorită proprietăţilor antitrombotice, antihipertensive, 
imunomodulatoare şi antioxidante, aceste peptide sunt considerate agenţi cu 
potenţial efect terapeutic, unele dintre acestea fiind deja utilizate drept agenţi 
terapeutici. Majoritatea metodelor convenţionale, de exemplu metodele sintetice şi 
biotehnologice folosite pentru producerea peptidelor cu efect terapeutic, sunt relativ 
costisitoare. Prin urmare, lipsa proceselor comercial viabile pentru producţia pe 
scară largă a peptidelor a reprezentat un obstacol major pentru aplicaţiile acestora 
ca agenţi terapeutici.  

Peptidele biologic active pot fi obţinute atât prin hidroliza enzimatică a 
proteinelor, cât şi prin sinteza enzimatică a peptidelor. Principalul dezavantaj al 
hidrolizei proteice îl reprezintă faptul că se obţin amestecuri de oligopeptide, 
polipeptide şi aminoacizi liberi, procesul de separare a acestora devenind complicat 
datorită diversităţii componentelor amestecului de reacţie. Specificitatea ridicată a 
proteazelor a condus însă, la creşterea interesului în dezvoltarea de noi metode de 
sinteză pe cale enzimatică a peptidelor. Astfel, s-a pus problema dezvoltării unor noi 
biocatalizatori stabili şi reproductibili, astfel încât procesul de obţinere a peptidelor 
să de devină eficient şi economic. Acesta este motivul pentru care cercetările 
cuprinse în această teză sunt consacrate dezvoltării unor noi metode enzimatice de 
modificare a peptidelor.  

Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost obţinerea de noi 
biocatalizatori pentru deprotecţia şi amidarea grupării C-terminale a peptidelor. S-a 
pus accent pe imobilizarea alcalazei în matrici siliconice de sol-gel, optimizarea 
metodei de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obţinute şi 
optimizarea condiţiilor proceselor de modificare ale grupării carboxilice C-terminale a 
peptidelor. S-au studiat mai mulţi precursori silanici, dintre aceştia, tetrametoxisilan 
(TMOS) şi derivaţi silanici de forma RSi(OCH3)3, unde R poate fi alchil-, aril-, 
dialchil- sau alchil-aril- în sisteme omogene şi hibride pentru a evalua efectul catenei 
laterale asupra structurii matricei, asupra activităţii şi stabilităţii enzimei. S-a studiat 
structura morfologică, iar enzima imobilizată a fost caracterizată prin determinarea 
activităţii catalitice, stabilităţii termice, operaţionale şi de condiţionare a enzimei. De 
asemenea, s-a studiat reproductibilitatea metodei de imobilizare, iar imobilizarea 
alcalazei prin tehnica sol-gel a fost standardizată pentru aplicaţii în sistem continuu.  
 
Teza de doctorat este structurată în patru părţi: 
 

 1. Studiu de literatură - în care este detaliat stadiul actual al cunoaşterii în 
domeniul sintezei peptidelor biologic active, importanţa temei, structura şi 
proprietăţile serin-proteazelor, metode de sinteză chimică şi enzimatică a 
peptidelor, aplicaţiile industriale ale noilor procese bazate pe modificarea şi 
sinteza peptidelor. 
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 2. Contribuţii originale - detaliază rezultatele obţinute pe parcursul 
cercetărilor experimentale, cuprinzând obţinerea de noi biocatalizatori pentru 
modificarea peptidelor şi caracterizarea preparatelor enzimatice obţinute. 

 
 3. Partea experimentală - prezintă procedurile experimentale folosite în 

modificarea carboxilului terminal al peptidelor, a imobilizării proteazei alcalază, 
precum şi metodele de analiză folosite.  

 
 4. Concluzii finale - rezultate din studiile experimentale în conformitate cu 

obiectivele stabilite.   
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Pro  prolină 
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PVA polivinilalcool 
SEM microscopie electronică de baleiaj 
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1. STUDIU DE LITERATURĂ 
 
 
1.1. Introducere. Importanţa tezei 
 
 Peptidele reprezintă agenţi terapeutici importanţi datorită proprietăţilor unice 
şi diversităţii chimice şi biologice. În organismele vii acestea joacă rolul de mediatori 
şi regulatori ai funcţiilor biologice vitale. În prezent, sunt utilizate în tratamentul 
cancerului, bolilor cardiovasculare şi metabolice, ca inhibitori ai ACE (angiotensin 
converting enzyme) în cazul presiunii scăzute a sângelui, ca agenţi antivirali şi 
antimicrobieni şi ca hormoni. Noile tehnologii industriale de obţinere a insulinei 
umane, principalul hormon cu acţiune hipoglicemiantă, au fost posibile prin aplicarea 
tehnologiei ADN recombinant. Alte aplicaţii ale peptidelor sunt: ca îndulcitori 
(aspartamul), suplimente alimentare şi produse cosmetice anti-îmbătrânire.  

Necesitatea unor noi abordări terapeutice a determinat extinderi masive în 
tehnologia de fabricare a peptidelor. Prin urmare, în ianuarie 2004 au fost 
sintetizate 400 de peptide la nivel mondial. Dezvoltarea s-a datorat îmbunătăţirii 
tehnologiilor de fabricare – obţinerea pe cale sintetică, recombinantă şi transgenică 
– precum şi noilor tehnici care s-au dovedit a face peptidele mult mai stabile. 
Analiştii au estimat o creştere anuală de 8% în decursul a zece ani, la un volum al 
pieţei de 11,5 bil. euro în 2013. De asemenea se aşteaptă o creştere aproape dublă 
pe piaţă a peptidelor ca ingrediente farmaceutice active. 

Dezvoltarea peptidelor cu efect terapeutic nu înseamnă doar descoperirea 
peptidei potrivite, ci şi îmbunătăţirea tehnologiei de fabricaţie, creşterea 
productivităţii, reducerea costurilor de producţie, precum şi realizarea unor noi 
tehnici de condiţionare astfel încât peptidele să îşi menţină stabilitatea şi activitatea 
în organism.  

În ultimii ani, s-a îndreptat atenţia asupra utilizării enzimelor în sinteza 
peptidelor. Enzimele sunt catalizatori ideali pentru sinteza peptidelor datorită 
selectivităţii ridicate, simplificând astfel foarte mult procesul prin reducerea etapelor 
de protecţie şi deprotecţie. De asemenea, enzimele operează în condiţii blânde (pH 
neutru, temperatură ambiantă, presiune scăzută) prevenind astfel degradarea 
substratului şi/sau produsului de reacţie (racemizarea). 

Proteazele sunt enzime care fac parte din clasa hidrolazelor, fiind cei mai 
studiaţi biocatalizatori. Pepsina, o protează digestivă, izolată în anul 1837 de către 
Theodor Schwann din peretele stomacal, a fost prima enzimă de origine animală 
descoperită şi de asemenea prima enzimă cristalizată de către Northrop. Activitatea 
proteazelor constă în hidroliza selectivă a legăturilor peptidice, proprietate care 
intensifică utilizarea lor în industria alimentară şi de asemenea ca aditivi în industria 
detergenţilor [1]. Enzimele proteolitice prezintă de asemenea specificitate ridicată în 
reacţiile de sinteză a peptidelor. Abilitatea lor de a cataliza formarea legăturilor 
peptidice a devenit o preocupare fundamentală în dezvoltarea de noi metode de 
sinteză enzimatică [2]. Enzima implicată în modificarea grupării C-terminale a 
peptidelor este subtilizina, o alcalază care aparţine clasei proteazelor serinice. 

Una dintre metodele care previn degradarea enzimelor în medii 
neconvenţionale şi îmbunătăţesc stabilitatea catalizatorului este imobilizarea. Printre 
avantajele imobilizării enzimelor se numără: reutilizarea acesteia, separarea 
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produsului de reacţie şi operarea în regim continuu. O metodă promiţătoare o 
constituie tehnica de imobilizare în sol-gel, prin care enzimele sunt entrapate 
(încapsulate) în interiorul unei reţele de sol-gel, inertă chimic. Procedeul de formare 
a gelului are loc la temperatură scăzută implicând etapele de hidroliză şi 
policondensare a precursorilor silanici. Sol-gelul şi materialele ceramice rezultate nu 
sunt toxice, au compatibilitate biologică şi nu se dizolvă în medii organice şi/sau 
apoase, prevenind astfel pierderea enzimei entrapate. Imobilizarea enzimelor prin 
entrapare în sol-gel s-a dovedit astfel cea mai eficientă metodă, având următoarele 
avantaje: înglobarea unei cantităţi mari de enzimă, stabilitate termică şi 
operaţională ridicată, controlul dimensiunii porilor, minimizarea forţelor de legătură 
între enzimă şi suport care ar putea duce la modificări conformaţionale şi inactivarea 
enzimei [3].  

Sangeenta şi colaboratorii au raportat imobilizarea subtilizinei, enzimă 
aparţinând clasei proteazelor serinice, în matrici de sol-gel utilizând precursori 
alcoxisilanici cu diferite lungimi ale catenelor laterale. Eficienţa de entrapare a 
enzimei în sol-gel a fost de 80%, iar biocatalizatorul obţinut a avut o activitate de 
50% faţă de activitatea iniţială chiar şi după 11 reutilizări. Aceasta enzimă 
imobilizată a fost utilizată în sinteza peptidelor folosind ca mediu de reacţie un 
amestec de acetonitril:dimetilformamidă şi lichidul ionic: hexafluorofosfat de 1-butil-
3-metilimidazoliu [4].  

Preparatul comercial alcalază, având ca şi componentă principală subtilizina, 
s-a dovedit a fi cel mai eficient în sinteza peptidelor. Acest biocatalizator a fost 
utilizat cu succes în sinteza tripeptidei RDG (Bz-Arg-Gly-Asp(-NH2)-OH) prin 
combinarea metodei chimice şi enzimatice [5]. S-a demonstrat astfel că alcalaza 
este foarte stabilă în etanol, fiind astfel biocatalizatorul potrivit pentru sinteza 
peptidelor conţinând aminoacizi hidrofili. Sinteza s-a realizat la o temperatură de 
35oC, în amestec de etanol/tampon TRIS-HCl (85:15), la pH 8, iar randamentul 
după 8 ore a fost de 73,6% [5]. Polimerul hidrofilic de origine naturală, chitosan, 
obţinut prin deacetilarea polizaharidei chitină, a fost folosit ca suport pentru 
imobilizarea subtilizinei Carlsberg. Enzima a fost imobilizată atât în interiorul gelului, 
cât şi pe suprafaţa suportului prin legături covalente, respectiv necovalente. 
Capacitatea chitosanului de a forma filme subţiri cu suprafeţe diferite a determinat 
obţinerea unor biocatalizatori rezistenţi la majoritatea solvenţilor, separarea uşoară 
a produsului şi reutilizarea. Aceste preparate s-au folosit la sinteza unei tetrapeptide 
cu un randament de 100% după 40 de minute de reacţie [6].  

Studiile recente au demonstrat că subtilizina nativă sau imobilizată prin 
înreţelare cu formare de agregate, este un catalizator excelent în deprotecţia 
selectivă a terţ-butil esterilor peptidici C-terminali şi în sinteza derivaţilor peptidici 
prin modificarea grupării carboxilice terminale (exemplu: amidarea şi sinteza 
diferiţilor esteri prin transesterificare). Catalizatorul cel mai eficient a fost alcalaza 
imobilizată prin înreţelare cu formarea unui agregat (CLEA - cross-linked enzymes 
aggregates). Alte proteaze şi enzime hidrolitice cum sunt lipazele nu au avut 
eficienţă catalitică [7, 8, 9, 10]. Una din problemele care au fost întâlnite a fost 
variaţia largă a eficienţei catalitice a diferitelor şarje de alcalază imobilizată. Această 
reproductibilitate scăzută în calitatea enzimei imobilizate poate fi datorată variaţiei 
compoziţiei şi proprietăţilor diferitelor loturi de alcalază utilizate la imobilizare, 
precum şi reproductibilităţii şi controlului scăzut al imobilizării enzimelor prin 
înreţelare. Din această cauză, este necesar studiul imobilizării alcalazei, 
descoperirea unui catalizator insolubil, robust şi eficient în aplicaţiile industriale ale 
sintezei peptidelor. 
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1.2. Noţiuni generale despre “chimia verde”  
 

Chimia verde este denumită chimia curată cu impact redus asupra mediului, o 
nouă filozofie de a gândi, care poate fi folositoare în dezvoltarea şi obţinerea de noi 
procese şi produse ecologice. De asemenea, reprezintă încercarea de a preveni 
poluarea, de a reduce sau elimina utilizarea şi producerea substanţelor periculoase 
care pot avea efecte nocive asupra omului şi a mediului înconjurător [11]. Chimia 
verde încearcă astfel să reducă şi să prevină poluarea în procesele chimice ca atare. 
Aceasta implică mai multe sub-discipline ale chimiei, cum ar fi chimia organică, 
chimia anorganică, chimia fizică, chimia analitică, biochimia şi ingineria chimică. 
Printre principalele concepte preconizate se numără: proiectarea proceselor chimice 
prin care se încearcă maximizarea cantităţii de materii prime transformate în produs 
final, utilizarea ori de câte ori este posibil a solvenţilor nedăunători mediului, 
proiectarea proceselor eficiente din punct de vedere energetic, elaborarea de noi 
metode eficiente pentru gestionarea deşeurilor [12]. 

Paul Anastas şi John Warner de la Agenţia de Protecţie a Mediului din Statele 
Unite ale Americii au elaborat cele 12 principii ale chimiei verzi care explică 
importanţa acesteia în practică [13]. 
 

1. Reducerea cantităţii de deşeuri: este de preferat să se prevină formarea 
deşeurilor, decât tratarea sau curăţarea ulterioară a acestora. 

2. Producerea substanţelor chimice mai puţin periculoase: producerea 
substanţelor chimice mai puţin toxice, dar care sa îşi menţină proprietăţile 
de funcţionare. 

3. Proiectarea proceselor chimice mai puţin periculoase: conceperea 
metodologiilor de generare a unor substanţe netoxice sau cu toxicitate 
scăzută asupra omului şi mediului înconjurător. 

4. Utilizarea de materii prime regenerabile: înlocuirea materiilor prime 
epuizabile cu cele regenerabile, eficiente din punct de vedere tehnic şi 
economic. 

5. Folosirea catalizatorilor în locul reactanţilor stoechiometrici: catalizatorii sunt 
utilizaţi în cantitate foarte mică, fiind reutilizabili în reacţiile chimice, în timp 
ce reactanţii stoechiometrici se utilizează în exces şi nu se pot reutiliza.  

6. Evitarea derivatizării: grupările protectoare necesită reactivi suplimentari şi 
generează deşeuri. 

7. Maximizarea transformării materiilor prime: metodele sintetice trebuie să fie 
concepute pentru a îmbunătăţi valorificarea tuturor materiilor prime folosite 
în proces, în produsul final.  

8. Utilizarea solvenţilor cu risc redus: evitarea folosirii substanţelor auxiliare 
(de exemplu, solvenţi, agenţi de separare) atunci când nu sunt necesare.  

9. Proiectarea proceselor eficiente din punct de vedere energetic: necesarul de 
energie ar trebui să fie recunoscut pentru impactul său asupra economiei şi 
mediului, de aceea trebuie redus la minim; procesele ar trebui să fie 
efectuate la temperatură ambiantă şi presiune redusă.  

10. Evitarea folosirii substanţelor chimice care se degradează înainte de utilizare  
11. Evitarea poluării prin realizarea analizelor în timp real: metodele analitice 

trebuie efectuate în mod continuu pentru a permite monitorizarea şi 
controlul proceselor în timp real, înainte de formarea substanţelor 
periculoase. 
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12. Minimizarea riscurilor de accidente: substanţele utilizate în procesele 
chimice trebuie să fie alese astfel încât potenţialul unor accidente, cum ar fi, 
explozii, emanaţii de gaze, incendii, să fie redus la minim. 

 
 
1.3. Biocatalizatori enzimatici. Hidrolaze 
 

Reacţiile chimice care au loc în organismele vii sunt mediate de biocatalizatori 
cu proprietăţi remarcabile, cunoscuţi sub denumirea de enzime. Capacitatea 
enzimelor de a creşte de până la 107 ori viteza unei reacţii, condiţiile blânde de 
acţiune, specificitatea şi posibilitatea de reglare a activităţii, constituie un avantaj 
major al acestora, comparativ cu catalizatorii chimici. Fiecare dintre reacţiile 
biochimice ale metabolismului celular sunt catalizate de câte o enzimă specifică. 
Enzimele sunt molecule proteice, care funcţionează eficient în condiţii blânde 
necesare pentru menţinerea funcţionalităţii şi integrităţii sistemelor biologice. Astfel, 
acestea sunt adaptate în mod natural pentru a funcţiona în condiţii fiziologice.  

Aplicaţiile practice ale enzimelor în diferite sectoare de activitate au condus la 
necesitatea obţinerii unor cantităţi ridicate de preparate enzimatice cu diferite 
activităţi catalitice. Nomenclatura enzimelor se bazează pe natura reacţiei pe care o 
catalizează. Astfel acestea se clasifică în şase mari clase (Figura 1.1) [14]: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 1.1. Clasificarea enzimelor 
 

reducere şi oxidare 
Oxidoreductaze

C
O

R1 R2

+ 2 H
C

HO

R1 R2

H

HC HC
- 2 H

C C
Transferaze

CH3
CH2OH
CHO
CH2COOH
NH3

transferul grupărilor 

Hidrolaze

C

C

R1
O

O

R

R2

H2O
COOHR1 + HO R2

N
2 H2O

COOHR + NH3

scindarea 

Liaze

C C

C

O
+ HCN

OH
CN

H
O

COOHR C
H

O
+ CO2

scindarea/formarea 

Izomeraze

glucoza fructoza

D-alanina L-alanina

reacţii de izomerizare 

Ligaze

C O
C S
C N
C Cl

formarea legăturilor prin consum de 

Tipurile de 
enzime 

60

25
8010

5010

BUPT



1.4. Peptide – structură, proprietăţi, aplicaţii     17 
 

O provocare majoră în biocataliză este aceea de a transforma aceşti 
catalizatori fiziologici în catalizatori capabili să funcţioneze în condiţii artificiale (in 
vitro), şi anume în condiţiile dure ale proceselor industriale. Enzimele, ca orice alţi 
catalizatori, acţionează prin reducerea barierei de energie a reacţiilor biochimice, 
fără a se modifica pe parcursul acestora. Principalele avantaje şi dezavantaje ale 
utilizării enzimelor în procesele industriale sunt prezentate în Tabelul 1.1.   
 
Tabelul 1.1. Avantajele şi dezavantajele biocatalizatorilor enzimatici 
 

Avantaje Dezavantaje 
Specificitate ridicată Complexitate moleculară 
Activitate ridicată în condiţii blânde Costuri mari de producţie 
Eficienţă catalitică (turnover number) Fragilitate 
Biodegradabilitate  
Considerate produse naturale  
 
Stabilizarea enzimelor în condiţiile de proces reprezintă o problemă majoră în 

biocataliză, de aceea au fost dezvoltate mai multe strategii în vederea îmbunătăţirii 
acestui parametru. Printre aceste se numără: modificarea chimică, imobilizarea în 
matrici solide, cristalizarea, agregarea, mutageneza directă, evoluţia direcţionată, 
etc. [15].  

În zilele noastre, clasa hidrolazelor (EC 3.) joacă un rol important în procesele 
industriale enzimatice. Hidrolazele catalizează scindarea hidrolitică a legăturilor C-O, 
C-N, C-C, precum şi a altor legături, cum ar fi P-O în fosfaţi. Cele mai multe dintre 
aceste enzime industriale sunt utilizate în procesele de degradare a proteinelor, 
carbohidraţilor şi lipidelor, în industria detergenţilor şi industria alimentară, ca de 
exemplu lipaze, proteaze, nitrilaze.  

 
 
1.4. Peptide – structură, proprietăţi, aplicaţii 
 

În natură au fost descoperiţi peste 700 de aminoacizi, majoritatea dintre 
aceştia fiind α-aminoacizi. Bacteriile, fungi, algele şi unele plante furnizează aceşti 
compuşi fie în formă liberă, fie legată de molecule mari (constituenţi ai peptidelor şi 
proteinelor, compuşi alchilaţi şi esterificaţi). Cei 20 de aminoacizi, folosiţi de către 
celulele vii pentru sinteza proteinelor sunt o categorie specială, fiind compuşi 
fundamentali pentru toate formele de viaţă, unităţi structurale de bază pentru 
peptide şi proteine. Peptidele şi proteinele joacă un rol important în organismele vii 
şi prezintă o gamă largă de proprietăţi (de la activitatea hormonală a unor peptide 
mici, la suportul structural şi protecţia organismului, în cazul proteinelor). 
Importanţa fiziologică a α-aminoacizilor asigură un interes susţinut în chimie – în 
particular în industria farmaceutică în cazul obţinerii de noi medicamente şi de 
asemenea în sinteza şi proprietăţile fizice ale acestora. În plante, fungi şi bacterii, α-
aminoacizii sunt de asemenea utilizaţi ca structuri de bază în biosinteză. Majoritatea 
alcaloizilor sunt derivaţi de fenilalanină şi tirozină. Pentru prima dată în 1902, 
Hofmeister şi Fischer au arătat că în structura proteinelor, aminoacizii sunt uniţi prin 
legături amidice secundare numite legături peptidice, constituite teoretic prin 
eliminarea unei molecule de apă dintre hidroxilul grupării carboxil al unui aminoacid 
şi hidrogenul aminic al unui aminoacid vecin: 
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Structura care conţine două resturi de aminoacizi se numeşte dipeptidă, cea 

care conţine trei resturi tripeptidă, etc. Nomenclatura peptidelor se face pornind de 
la restul de aminoacid cu gruparea amino liberă (aminoacidul N-terminal) spre restul 
de la capătul carboxil terminal (Figura 1.2.). 
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Figura 1.2.  Fragment de peptidă. Legături peptidice şi direcţia lanţului peptidic (capăt N-
terminal  capăt C-terminal) 

 
Legătura peptidică are o serie de caracteristici care permit punerea ei în 

evidenţă. Substanţa numită biuret H2N-CO-NH-CO-NH2 dă o reacţie de culoare cu 
CuSO4 în mediu alcalin, reacţie pe care o dau toate substanţele care conţin legături 
peptidice. Proteinele manifestă spectre în infraroşu şi ultraviolet îndepărtat (180-
220nm) datorită acestor legături peptidice [16].       

Studiile de cristalografie cu raze X ale unor polipeptide cristalizate au permis 
măsurători ale distanţelor interatomice într-o catenă polipeptidică, stabilind că 
lungimea legăturii C-O este de 1,24 Ǻ, iar cea a legăturii C-N este de 1,32 Ǻ, aşa 
cum este prezentat şi în Figura 1.3. 
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Figura 1.3. Schema legăturii peptidice 
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Deoarece lungimea normală a legăturii duble C-O este de 1,22 Ǻ, iar cea a 
legăturii simple C-N 1,45 Ǻ, rezultă că ambele legături sunt de fapt intermediare 
între legătura simplă şi cea dublă. Linus Pauling a fost cel care a explicat această 
aparentă anomalie prin existenţa unor structuri de rezonanţă (datorită stabilizării 
energiei de rezonanţă formată din interacţiunea perechii de electroni a atomului de 
azot cu electronii π ai legăturii carbonil), sistemul de electroni π fiind de fapt 
delocalizat pe toţi cei trei atomi O─C─N, aşa cum se observă şi din Figura 1.4. 
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Figura 1.4. Structurile de rezonanţă ale legăturii peptidice 
 

Se poate afirma că legătura peptidică are în proporţie de 60% caracter C=O şi 
în proporţie de 40% caracter C=N. Caracterul de 40% legătură dublă a legăturii 
carbon-azot din scheletul principal al lanţului polipeptidic înseamnă o stabilitate mai 
mare datorită unei energii de rezonanţă cu 20 kcal/mol mai mici şi o împiedicare 
semnificativă a liberei rotaţii în jurul acestei legături.  

Datorită prezenţei acestui fenomen de conjugare a dublei legături, cei şase 
atomi ai unei unităţi peptidice vor trebui să se găsească în acelaşi plan (să fie 
coplanari), ceea ce limitează configuraţiile posibile pe care catena polipeptidică le 
poate adopta. O altă consecinţă a acestei planarităţi este existenţa a doi izomeri: 
cis, în care atomul de oxigen carbonilic şi atomul de hidrogen legat de azot se 
găsesc de aceeaşi parte a axei legăturii C─N şi trans, în care se găsesc de o parte şi 
de alta a acestei axe. Din considerente termodinamice, practic toate legăturile 
peptidice care se întâlnesc în enzime se găsesc în configuraţie trans [17]. 

Peptidele active biologic constituie un grup divers (de la dipeptide simple la 
structuri complexe liniare sau ciclice), cu proprietăţi fiziologic active, antibiotice şi 
antivirale, neuroactive, imunoactive, inhibitori de enzimă şi hormoni [18]. În ultimii 
ani, un număr impresionant de peptide active biologic provenite din bacterii, fungi, 
plante şi animale au fost izolate şi caracterizate. Tehnologia enzimatică a fost 
aplicată cu succes în sinteza unui număr mare de peptide cum ar fi: aspartamul, 
kiotorfina, angiotensina, encefalina şi dinorfina.  

În ultimele decenii s-a demonstrat că peptidele biologic active posedă anumite 
biofuncţionalităţi care le conferă rolul de agenţi terapeutici în organism [19, 20]. 
Acestea oferă o mulţime de avantaje comparativ cu moleculele mici datorită 
bioactivităţii şi biospecificităţii către ţinte, spectrului larg de acţiune terapeutică, 
toxicităţii scăzute, diversităţii structurale şi absenţei acumulării în ţesuturi [21].   

 Peptidele antimicrobiene cu caracter cationic reprezintă acea clasă a 
peptidelor care diferă prin secvenţa de aminoacizi şi structura secundară. 
Principalele caracteristici comune sunt determinate de numărul de aminoacizi din 
structura lanţului polipeptidic (cuprins între 12 şi 50) şi de masa moleculară care nu 
depăşeşte 10000 Da. Aceste molecule au sarcină totală pozitivă determinată de 
resturile de arginină, activitate antimicrobiană, anticancerigenă şi de vindecare a 
rănilor. Pe baza analizelor relaţionale structură-activitate s-a demonstrat că 
activitatea antimicrobiană a acestor peptide este determinată de: sarcina pozitivă şi 
caracterul amfipatic indus [22]. Această proprietate le permite să interacţioneze 
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simultan cu lipidele şi moleculele încărcate negativ prin intermediul grupărilor 
cationice, ataşându-se astfel de membranele microbiene. Activitatea antimicrobiană 
poate fi asociată cu structura secundară şi numărul resturilor de arginină din 
structura peptidei. Lesmes şi colaboratorii [23] au demonstrat că fragmentele 
peptidice derivate din protamină au activitate diferită comparativ cu secvenţa 
parentală. Aceste fragmente păstrează un domeniu bogat în resturi de arginină 
(RRRR) care se poate asocia cu activitatea antimicrobiană, în special asupra 
bacteriilor gram-negative. Această proprietate poate fi asociată şi cu structura 
secundară, conform analizelor de dicroism circular.  

O importanţă deosebită o reprezintă subclasa peptidelor bogate în resturi de 
arginină şi triptofan, de exemplu indolicidina şi tripticina. Prin proprietăţile chimice 
ale acestor aminoacizi, devin componente adecvate peptidelor antimicrobiene. 
Triptofanul are o preferinţă distinctă pentru regiunea aflată la interfaţa straturilor 
bistratificate ale lipidelor, în timp ce arginina conferă sarcina cationică şi determină 
formarea legăturilor de hidrogen necesare pentru interacţiunea cu componentele 
anionice ale membranelor bacteriene. Împreună, aceste două reziduuri sunt capabile 
să participe la interacţiuni π-cationice, îmbunătăţind astfel interacţiunile peptidă-
membrană [24].  

Bertin şi colaboratorii [25] au identificat şi purificat o aminopeptidază din 
Borrelia burgdorferi care a fost ineficientă în sinteza aminoacizilor. Amonopeptidaza 
termofilică a acestei specii a jucat rolul de furnizare a aminoacizilor. Vazquez şi 
colaboratorii [26] au sintetizat o nouă 4-(N,N’-dimetilamino)ftalimidă pentru sinteza 
peptidelor în fază solidă. Încorporarea acesteia în interiorul lanţurilor peptidice a 
avut o importanţă deosebită pentru aplicaţiile biologice, şi anume în detectarea 
interacţiunilor proteină-proteină.     
 
 
1.5. Metode de sinteză a peptidelor 

 
1.5.1. Sinteza chimică  
 

Sinteza unei dipeptide cu structura NH3
+CHR1CONHCHR2COO- pornind de la 

aminoacizii constituenţi implică formarea legăturii peptidice. În scopul obţinerii unei 
structuri corecte şi pentru a preveni formarea unui amestec de peptide mai lungi, 
gruparea aminică N-terminală şi gruparea carboxil C-terminală sunt protejate. În 
general, sinteza unei dipeptide implică patru etape (Figura1.5): 

 
I. protejarea grupărilor N- şi C-terminale, cât şi a celor reactive din catenele 

laterale; 
II. activarea grupării carboxilice a aminoacidului N-terminal şi formarea 

legăturii peptidice;  
III. formarea legăturii peptidice; 
IV. deprotecţia selectivă sau totală a grupărilor protectoare.  

 
 

Etapa I 
 
Pentru ca sinteza peptidei dorite să fie realizată, grupările funcţionale ale 

lanţului principal, precum şi din catenele laterale, care nu sunt implicate în reacţie, 
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trebuie să fie protejate selectiv. Cele mai importante grupări protectoare folosite în 
sinteza chimică a peptidelor sunt descrise după cum urmează:  
a) Grupări amino protectoare 
 
Cbo sau Z. Gruparea benziloxicarbonil suferă foarte uşor scindarea homolitică în 
procesul de hidrogenarea catalitică. În general hidrogenarea are loc în prezenţa Pd 
depus pe cărbune, ca şi catalizator. Există de asemenea şi alte metode care se 
folosesc, de exemplu, reducerea cu Na în amoniac lichid şi acidoliza.     
 
Boc. Gruparea terţ-butiloxicarbonil este similară cu gruparea Cbo, doar că restul 
benzil este înlocuit cu terţ-butil. Această grupare poate fi scindată mai uşor de către 
acidul trifluoracetic, datorită cationului stabil care se formează în urma efectului 
inductiv respingător de electroni (I+) al celor trei grupări metilice.  
 
Fmoc. Gruparea 9-fluorenilmetiloxicarbonil poate fi îndepărtată prin sustragerea 
protonului cu ajutorul aminelor secundare. Cele mai recomandate baze sunt 
piperidina şi dietilamina. 
 
b) Grupări carboxil protectoare 
Metoda generală pentru protejarea grupării carboxil-terminală este esterificarea.  
 
Esterul metilic (-OMe) şi esterul etilic (-OEt). Aceşti esteri se obţin prin introducerea 
acidului clorhidric într-o suspensie alcoolică a aminoacidului sau prin adăugarea 
aminoacidului într-o soluţie de clorură de tionil şi metanol, răcită în prealabil. În 
general, esterii metilici şi etilici sunt uşor hidrolizaţi în mediul alcalin.  
 
Esterul terţ-butilic (-OBut). Esterii terţ-butilici se obţin prin adiţia izobutenei la 
gruparea carboxilică sau prin reacţia de transesterificare a esterilor acizilor 
carboxilici cu acetat de terţ-butil. Sunt în general rezistenţi la atacul nucleofil şi de 
asemenea la hidroliza în mediul bazic şi slab acid. Totuşi, gruparea terţ-butil esterică 
se poate îndepărta în mediu puternic acid, cum ar fi soluţii diluate de acid clorhidric 
sau acid trifluoracetic. 
 

Etapa a II-a 
 
Formarea legăturii peptidice între doi aminoacizi necesită un aport de energie 

destul de ridicat. De aceea, grupările carboxil sau amino terminale trebuie activate 
pentru a evita folosirea temperaturilor ridicate. Până în prezent, nu a fost 
demonstrată activarea grupării aminice terminale. Activarea grupării carboxil se 
realizează prin înlocuirea grupării hidroxil cu un substituent (X) cu deficit în 
electroni. Acest substituent poate intensifica polarizarea grupării carbonil şi, prin 
urmare, electrofilicitatea atomului de carbon. Astfel, atacul nucleofil al grupării 
aminice este îmbunăţăţit.  
 

Etapa a III-a 
 
Legătura peptidică este formată prin reacţia de cuplare a componentei 

carboxilice a unui aminoacid cu cea aminică a celuilalt aminoacid. Metodele de 
cuplare sunt specificate mai jos: 
Activarea sub formă de azidă. Această metodă este des întâlnită în sinteza 
peptidelor. Pentru activare se folosesc: acidul azotos, difenilfosforilazida, nitriţii etc. 
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În cele mai multe cazuri de cuplare prin activare sub formă de azidă racemizarea 
este minimă. De aceea această metodă este folosită în procesul de cuplare a 
fragmentelor peptidice.  
 
Utilizarea anhidridei mixte. Folosirea unui aminoacid cu gruparea amino protejată 
sau a anhidridei simetrice a unei peptide poate fi uneori un proces nerentabil din 
punct de vedere economic deoarece doar jumătate din acesta este exploatat pentru 
formarea legăturilor peptidice. În locul acestora se utilizează anumite anhidride 
asimetrice, care reacţionează cu componentele aminice doar la gruparea carbonilică 
a componentei N-protejate.        
 
Utilizarea carbodiimidei. Agentul de cuplare, diciclohexilcarbodiimida (DCC), 
reacţionează cu gruparea carboxilică a componentei aminice, având loc activarea cât 
şi cuplarea în acelaşi timp. Aminele reacţionează de asemenea cu carbodiimida, dar 
viteza acestui proces este neglijabilă în comparaţie cu cea observată în cazul adiţiei 
acizilor carboxilici la dublele legături ale carbodiimidei. Prin reacţia de adiţie a 
acidului carboxilic la carbodiimidă se formează O-acil-izoureea ca intermediar. 
Produsul secundar de reacţie, N,N’-diciclohexilureea (DCU), format în reacţie este 
insolubil şi poate fi îndepărtat uşor prin filtrare. În anumite cazuri, poate să apară 
racemizarea, dar şi formarea N-acil-ureei ca produs secundar. Acestea pot fi 
suprimate într-o anumită măsură, prin adăugarea unor compuşi cu caracter 
nucleofil, cum ar fi 1-hidroxibenzotriazolul. 
 
Utilizarea esterilor reactivi. Utilizarea p-nitrofenil esterilor în mod exclusiv în sinteza 
oxitocinei, demonstrează faptul că esterii activaţi se pot folosi în mod favorabil în 
sinteza secvenţială a lanţului peptidic prin adăugarea treptată a unui singur rest de 
aminoacid. 
 

Etapa a IV-a 
 
La sfârşitul reacţiei de sinteză, grupările protectoare pot fi îndepărtate complet sau 
selectiv, în cazul în care sinteza se continuă.   
 

BUPT



1.5. Metode de sinteză a peptidelor    23 
 

CHH2N
R1

CHNH
R1

A COOH
Z1

CHH2N
R2

CO
Z2

Y

COOH CHH2N
R2

COOH

CHNH
R1

A CO
Z1

X

CHNH
R1

A CO
Z1

NH CH
R2 Z2

CO Y

CHNH
R1

A CO
Z1

NH CH
R2 Z2

COOH

CHH2N
R1

CO NH CH
R2

COOH

CHH2N
R1

CO
Z1

NH CH
R2 Z2

CO Y

 
Figura 1.5. Schema generală de sinteză chimică a peptidelor; R1, R2, grupările funcţionale ale 
catenelor laterale; A, gruparea α-amino protectoare; Y, gruparea α-carboxil protectoare; X, 

gruparea activantă 
Dezavantajele sintezei chimice a peptidelor sunt următoarele [18]:  
 
 fenomenul de racemizare care are loc în timpul formării legăturilor 

peptidice; 

I. Protecţia selectivă

II. Activarea grupării carboxil 

III. Formarea legăturii
peptidice 

Peptida complet protejată 

IV. Deprotecţia selectivă sau totală

  Peptida parţial protejată
(gruparea C-terminală liberă) 

Peptida liberă

 Peptida parţial protejată 
(gruparea N-terminală liberă) 
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 protejarea catenelor laterale ale aminoacizilor, care conduce la creşterea 
costurilor substraturilor şi a timpului de sinteză;   

 dificultatea reutilizării agentului de cuplare şi a donorului acil folosit pentru 
a obţine acilarea completă a nucleofilului; 

 toxicitatea ridicată a solvenţilor şi agenţilor de cuplare în cazul sintezei 
compuşilor folosiţi în alimentaţie. 

 
Sinteza chimică a peptidelor a fost iniţial efectuată în soluţie. Cu toate 

acestea, o dată cu introducerea sintezei în fază solidă, această tehnologie a câştigat 
teren în faţa sintezei în soluţie [27]. 

Sinteza în fază solidă (SPPS) constă în elongarea lanţului peptidic legat de o 
matrice solidă, prin adăugarea succesivă a resturilor de aminoacizi care formează o 
legătură peptidică între gruparea carboxilică a aminoacidului care se adaugă şi 
gruparea aminică a aminoacidului legat anterior de matrice. Acest procedeu poate 
continua până la obţinerea peptidei dorite [28]. Sinteza peptidelor în fază solidă 
prezintă următoarele avantaje în comparaţie cu metoda clasică de sinteză în soluţie: 
reacţia poate fi automatizată şi problemele de solubilizare ale peptidelor dispar, 
acestea menţinându-se ataşate de matricea solidă. Strategia de sinteză (Fmoc sau 
t-Boc), natura suportului solid, agenţii de cuplare şi metoda de scindare a peptidei 
de matrice reprezintă cele mai importante variabile ale sintezei în fază solidă. 
Schema generală este prezentată în Figura 1.6.  
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Figura 1.6. Etapele sintezei în fază solidă a peptidelor: •: grupările protectoare ale catenelor 

laterale; : grupa funcţională a suportului solid (Cl sau NH2); *: gruparea protectoare a 
grupării N-terminale; □: suportul solid; 1: reacţia de cuplare a primului rest de aminoacid; 2: 
etapa de deprotejare a grupării N-terminale; 3: etapa de cuplare a următoarelor resturi de 

aminoacizi (ciclu repetitiv); 4: etapa de separare a peptidei şi deprotecţia catenelor laterale ale 
aminoacizilor 
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În prima etapă are loc legarea aminoacidului C-terminal de suportul solid. 

Gruparea protectoare N-terminală este apoi îndepărtată prin tratare cu acid 
trifluoracetic (în cazul metodei t-Boc) sau cu piperidină (în cazul metodei Fmoc). 
Următoarea etapă o reprezintă legarea peptidei nou formate de un nou aminoacid, 
în acelaşi timp având loc şi deprotecţia grupării N-terminale. Acest ciclu de cuplare-
deprotecţie este repetat până la obţinerea secvenţei dorite de aminoacizi. În final, 
complexul peptidă-matrice este scindat, iar grupările protectoare ale catenelor 
laterale sunt îndepărtate. 

Suporturile solide trebuie să îndeplinească următoarele condiţii: particulele 
trebuie să aibă dimensiune şi mărime convenţională, să fie rezistente mecanic, uşor 
de filtrat, inerte chimic, stabile în condiţiile sintezei şi extrem de accesibile pentru a 
permite extinderea lanţului peptidic în interiorul microstructurii sale. De asemenea, 
nu trebuie să interacţioneze cu lanţul peptidic în timpul sintezei acestuia [15]. 
Principalele strategii folosite în sinteza peptidelor în fază solidă sunt: sinteza 
secvenţială, sinteza convergentă şi sinteza prin ataşare chimică. 

 
Sinteza secvenţială presupune adăugarea treptată a aminoacizilor până la 

obţinerea secvenţei dorite. Această strategie se foloseşte pentru sinteza peptidelor 
mici, formate din maxim 50 de resturi de aminoacizi. Cu toate acestea, polipeptidele 
de dimensiuni mai mari pot fi construite prin tehnica de polimerizare a cisteinei, 
formarea dendrimerilor folosind matrici de lizină sau prin asamblarea modelelor de 
proteine sintetice (Template-Assembled Synthetic Protein) [29]. 

 
Sinteza convergentă presupune îmbinarea în soluţie sau în fază solidă a 

fragmentelor peptidice obţinute în prealabil prin sinteza secvenţială (până la 50 de 
resturi de aminoacizi). Avantajul principal al acestei metode constă în faptul că, 
fiecare fragment peptidic este purificat şi caracterizat înainte de a fi legat. Cu toate 
acestea, sinteza convergentă prezintă câteva dezavantaje: solubilitatea scăzută a 
fragmentelor protejate în mediu apos folosit la purificarea prin HPLC şi în solvenţii 
organici folosiţi în reacţiile de cuplare. Un alt dezavantaj constă în viteza foarte mică 
a reacţiilor de cuplare a fragmentelor, în comparaţie cu formele activate ale 
aminoacizilor folosiţi în sinteza secvenţială şi racemizarea fragmentelor în timpul 
procesului de cuplare. Unele din aceste probleme pot fi rezolvate prin folosirea 
amestecurilor de solvenţi pentru a creşte solubilitatea, prin mărirea timpului de 
reacţie şi utilizarea glicinei şi prolinei pentru a evita problema racemizării. În acest 
fel, sinteza convergentă reprezintă cea mai bună opţiune pentru sinteza chimică a 
peptidelor şi proteinelor [30]. 

 
Sinteza prin ataşare chimică este o strategie deosebit de atrăgătoare 

folosită în sinteza chimică a peptidelor mari şi a proteinelor [31, 32]. Se bazează pe 
legarea chimică a peptidelor scurte neprotejate, care sunt uşor de manevrat datorită 
solubilităţii ridicate în solvenţii utilizaţi la sinteză. O serie de proteine şi peptide de 
interes biologic au fost sintetizate prin această metodă folosind o varietate de liganzi 
cu formare de tioesteri [33], oxime [34], legături disulfidice sau tiazolidinice [35]. 

Aplicaţiile peptidelor native în industria farmaceutică pot avea unele restricţii 
datorită degradării produse de proteazele endogene, efectelor secundare nedorite 
datorate interacţiunilor cu diferiţi receptori, permeabilităţii reduse a membranelor cu 
caracter hidrofil. Cea mai simplă abordare de rezolvare a acestei probleme este de a 
modifica structura catenelor laterale ale unui singur aminoacid sau a lanţului 
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peptidic [36]. Există un mare interes pentru această categorie de produse, datorită 
gamei foarte largi de proprietăţi biologice, cum ar fi, activitatea imunosupresantă, 
antibiotică, antifungică, antiinflamatoare şi antitumorale [37, 38].  
 
1.5.2. Obţinerea peptidelor prin hidroliza enzimatică a proteinelor 
 
1.5.2.1. Enzime proteolitice 
 

Un loc important în producţia mondială de enzime îl ocupă tehnologiile care 
vizează obţinerea de preparate proteice cu activitate proteolitică. Enzimele 
proteolitice constituie un grup al hidrolazelor numite peptidaze (EC 3.4), care au o 
caracteristică comună, aceea de a scinda legături peptidice. Aceste enzime se 
numesc proteaze şi se clasifică în şase familii, în care serina, cisteina, acidul 
aspartic, treonina, acidul glutamic şi gruparea metalică joacă rolul catalitic principal. 
Serin-, cistein- şi treonin-proteazele diferă de proteazele glutamice, aspartice şi de 
metalo-proteaze prin faptul că gruparea nucleofilă din centrul catalitic aparţine unui 
rest de aminoacid. În cea de-a doua grupă, nucleofilul este reprezentat de o 
moleculă de apă activată. În cazul cistein-proteazelor, agentul nucleofil este o 
grupare sulfhidril, mecanismul catalitic fiind acelaşi ca şi în cazul serin-proteazelor, 
în care donorul de protoni este restul de histidină [15].   

Proteazele reprezintă o clasă de enzime cu rol important în procesele 
fiziologice. Din punct de vedere comercial, ele reprezintă 60% din totalul vânzărilor 
de enzime la nivel mondial (cca. 3 miliarde $) [39]. În termeni de evoluţie, aceste 
enzime sunt responsabile de multe procese biologice esenţiale, dar în zilele noastre 
ele sunt de asemenea implicate într-o gamă largă de aplicaţii, în principal în 
industria alimentară şi a detergenţilor [40, 41, 42]. Proteazele microbiene şi cele din 
plante au fost larg utilizate în medicină şi în diferite procese industriale. Proteazele 
sunt active în condiţii blânde, pH-ul optim fiind cuprins între 6 şi 8, sunt stabile, 
stereo- şi regioselective şi nu necesită cofactori [43]. Aceste proprietăţi sunt destul 
de relevante pentru folosirea lor drept catalizatori în sintezele organice. Acest lucru 
este posibil deoarece proteazele pot cataliza nu doar scindarea legăturilor peptidice, 
ci şi formarea acestora [44, 45],  precum şi alte reacţii importante în sintezele 
organice, de exemplu: hidroliza regioselectivă a esterilor şi rezoluţia cinetică a 
amestecurilor racemice [46].  

Proteazele conţin de obicei la suprafaţă un canal care leagă substratul 
polipeptidic. Regiunile diferite din interiorul acestui canal au fost numerotate în 
conformitate cu resturile de aminoacizi care se leagă şi de distanţa acestora faţă de 
legătura amidică care urmează să fie scindată (Figura 1.7). Astfel, gruparea acil a 
aminoacidului care urmează să se scindeze la poziţia S1 se notează cu P1. Gruparea 
aminică care urmează să fie eliberată aparţine restului P1’ care se leagă la poziţia S1. 
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Figura 1.7. Situsurile de legare ale proteazelor. Gruparea acil a lanţului amidic care urmează să 

fie scindată se află în poziţiile S1, S2, S3 etc. ale situsurilor de legare, în timp ce gruparea 
aminică în poziţiile S1

’ şi S2
’ 

 
Spre deosebire de lipaze, proteazele acţionează doar asupra substraturilor 

solubile. Majoritatea substraturilor folosite în sinteza organică se dizolvă doar parţial 
în apă, de aceea pentru solubilizarea acestora se adaugă adesea co-solvenţi, cum ar 
fi DMF, DMSO sau acetonă. Atât subtilizinele cât şi chimotripsina tolerează 
concentraţii scăzute de solvenţi organici (de obicei < 10% volum). Unii solvenţi, de 
exemplu dioxanul, reduc drastic activitatea catalitică chiar şi la concentraţii scăzute 
[47]. Cele două aplicaţii majore ale proteazelor în sinteza organică sunt: hidroliza 
enantioselectivă a α-esterilor aminoacizilor naturali sau sintetici, precum şi a altor 
esteri ai acizilor carboxilici şi sinteza di- şi oligopeptidelor prin cuplarea unui 
aminoacid N-protejat cu esteri peptidici. Într-o măsură mult mai mică, chimiştii 
organicieni folosesc proteazele şi pentru hidroliza enantioselectivă a alcoolilor 
secundari şi pentru reacţii regioselective ale zaharurilor. Subtilizina, compuşii 
înrudiţi, chimotripsina şi penicilin amidazele sunt serin-proteaze. Papaina este o 
cistein-protează, pe când acilaza, termolizina şi aminopeptidaza sunt metalo-
proteaze. Cercetătorii folosesc foarte rar proteazele aspartice în sintezele organice 
[48].  

 
1.5.2.2. Determinarea activităţii proteazelor 
 

Determinarea activităţii proteazelor este efectuată de obicei folosind derivaţi 
de tip p-nitrofenil ai aminoacizilor. Substraturile cromogenice reprezentative sunt 
prezentate în Figura 1.8 pentru tripsină, chimotripsină şi subtilizină. O unitate 
enzimatică reprezintă cantitatea de protează care eliberează 1 μmol de p-
nitrofenilanilidă într-un minut în condiţiile de reacţie [49]. 
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chimotripsinei; reziduul hidrofob Phe, se află în poziţia P1 

 
 
1.5.2.3. Metode folosite pentru îmbunătăţirea proprietăţilor 
proteazelor 

 
Specificitatea şi selectivitatea proteazelor ar putea limita potenţialul lor, în 

special în cazul sintezei peptidelor mari unde pot avea loc reacţii hidrolitice nedorite 
ale substratului şi produsului format. În plus, mediile neconvenţionale, precum şi 
condiţiile de temperatură şi pH pot fi defavorabile pentru activitatea şi stabilitatea 
proteazelor [43, 50, 51, 52]. Cu toate acestea, există diferite strategii pentru 
rezolvarea acestor probleme, cum ar fi: ingineria mediului de reacţie, a 
biocatalizatorului şi a substratului [53]. 

 
Ingineria mediului de reacţie se referă la alegerea raţională a mediului de 

reacţie pentru a influenţa în mod pozitiv proprietăţile enzimei folosite în sinteza 
peptidelor [15]. Acest lucru implică frecvent înlocuirea mediului apos cu unul 
neconvenţional, în care apa este înlocuită parţial sau aproape în totalitate de către 
un alt solvent. Co-solvenţii organici inactivează de obicei enzimele atunci când sunt 
folosiţi la concentraţii relativ ridicate. Cu toate acestea, poliolii sunt cei mai utilizaţi, 
existând mai multe exemple de sinteză enzimatică a peptidelor în astfel de medii 
[54, 55, 56]. Sistemele bifazice au devenit des folosite în sinteza peptidelor, 
reprezentând o strategie avantajoasă, deoarece sunt extrem de flexibile şi se pot 
adapta proprietăţilor substraturilor şi ale produşilor [50, 57]. În medii aproape 
anhidre, activitatea proteazelor se poate reduce  [52]. Cu toate acestea, activitatea 
catalitică a fost îmbunătăţită prin adăugarea unor compuşi care imită apa, cum ar fi, 
formamida sau etilenglicolul sau prin adăugarea eterilor în timpul liofilizării enzimei 
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[58, 59]. O creştere de 425 ori mai mare a activităţii a fost observată prin 
adăugarea eterului 18-crown-6 chimotripsinei în sinteza dipeptidelor în acetonitril 
[60].  

 
Ingineria biocatalizatorului se referă la strategiile folosite pentru obţinerea 

unor biocatalizatori care să fie adaptabili în condiţiile de sinteză a peptidelor. 
Insolubilizarea biocatalizatorului prin imobilizare pe un suport solid reprezintă cea 
mai relevantă metodă de a obţine catalizatori stabili, care să reziste la condiţiile 
dure din timpul sintezei. Imobilizarea a fost folosită foarte des în producerea 
proteazelor pentru sinteza peptidelor [61]. Imobilizarea pe suporturi de agaroză 
reprezintă o modalitate de stabilizare a alcalazei prin legare covalentă [62, 63]. 
Legarea covalentă a alcalazei de suporturi de silice, folosind glutaraldehida ca agent 
bifuncţional, a determinat creşterea stabilităţii operaţionale şi de păstrare 
comparativ cu enzima nativă [64]. Imobilizarea α-chimotripsinei în gel de 
poliacrilamidă protejează enzima de inactivarea provocată de solvenţii organici, 
îmbunătăţeşte stabilitatea la temperatura camerei şi la temperaturi de până la 70ºC 
[65]. Sangeetha şi colaboratorii au raportat imobilizarea subtilizinei în matrici de 
sol-gel obţinute din viniltrimetoxisilan. Preparatul enzimatic obţinut s-a folosit ca 
biocatalizator în sinteza peptidelor [4]. Cristalele de enzimă imobilizate prin 
înreţelare (CLECs) sunt biocatalizatori robuşti obţinuţi prin cristalizarea enzimei 
urmată de înreţelare cu un agent bifuncţional, glutaraldehida. Subtilizina astfel 
imobilizată a fost folosită cu succes în sinteza organică, atât în proces discontinuu, 
cât şi continuu [66]. Proprietăţile agregatelor de enzimă imobilizate prin înreţelare 
(CLEAs) sunt similare cu cele ale CLECs având avantajul simplităţii de preparare şi 
costului scăzut, deoarece în acest caz enzima nu necesită purificare [67, 68]. CLEAs 
obţinute prin agregare cu un polimer poliionic şi CLEAs încapsulate în geluri de 
polivinilalcool [69] au fost folosite cu succes în sinteza β-lactam antibioticelor în 
medii neapoase. Substituţia aminoacizilor din structura nativă a tripsinei şi α-
chimotripsinei cu analogi fluoroalchil, reprezintă o nouă metodă de obţinere a 
peptidelor biologic active cu stabilitate îmbunătăţită [70]. Mutageneza direcţionată a 
fost de asemenea adoptată pentru creşterea performanţelor biocatalitice ale tripsinei 
în sinteza peptidelor [53]. Evoluţia direcţionată a fost aplicată pentru îmbunătăţirea 
stabilităţii termice a subtilizinei [71]. 

 
Ingineria substratului se referă la modificarea substratului în vederea 

creşterii eficienţei reacţiei. Chiar dacă majoritatea proteazelor sunt capabile să 
recunoască mai mult de un aminoacid, nu toate sunt în măsură să lege anumite 
secvenţe de aminoacizi. Datorită specificităţii proteazelor, doar acei donori acil care 
posedă un anumit aminoacid special în poziţia C-terminală pot fi cuplaţi fără a 
genera reacţii secundare. De exemplu, tripsina preferă resturile de arginină sau 
lizină la carbonul C-terminal în structura donorului acil [43]. Influenţa structurii 
donorului acil asupra selectivităţii α-chimotripsinei şi eficienţa nucleofilului în sinteza 
peptidelor în solvenţi organici, au fost raportate [72]. 

O altă strategie este utilizarea de substraturi mimetice. Principalul avantaj al 
acestei metode este acela că substraturile mimetice permit formarea unei legături 
peptidice, care nu poate fi hidrolizată deoarece nu corespunde specificităţii proteazei 
[53]. 
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1.5.2.4. Serin-proteaze - mecanism catalitic 
 

Serin-proteazele sunt enzime proteolitice care conţin în structura centrului 
catalitic un rest de serină. Ele reprezintă clasa enzimelor care catalizează, în 
general, scindarea specifică a legăturilor peptidice. Mecanismul catalitic de acţiune 
este acelaşi în cazul tuturor serin-proteazelor, necesitând o triadă de aminoacizi în 
centrul catalitic al enzimelor. Restul de serină acţionează ca agent nucleofil primar în 
scindarea legăturii peptidice, nucleofilicitatea acestei grupări fiind intensificată de 
interacţiunile cu catena laterală a histidinei care, la rândul său, interacţionează cu 
catena laterală a restului aspartat. Aceste enzime joacă un rol important în funcţiile 
catalitice ale organismelor, cum ar fi procesele digestive, coagularea sângelui, 
vindecarea rănilor şi alte procese fiziologice importante. Legătura peptidică care 
trebuie scindată este formată din restul P1 şi P1

’ corespunzător substratului (P1 este 
restul de aminoacid N-terminal corespunzător legăturii care se scindează, iar P1

’ este 
restul C-terminal care se hidrolizează). Restul de aminoacid adiacent poziţiei P1, la 
capătul N-terminal al legăturii care se scindează, este denumit P2. Subsite-ul din 
interiorul situsului activ al enzimei în care restul P1 se fixează este notat cu S1. 
Numerotarea continuă în acest mod, fiind reprezentată în Figura 1.9.  

 
 

Figura 1.9. Nomenclatura subsituri-lor componente ale centrului activ şi ale resturilor peptidice 
corespunzătoare 

 
În funcţie de proprietăţile structurale, serin-proteazele se împart în trei clase 

distincte: chimotripsine, subtilizine şi carboxipeptidaze II. Structura secundară şi 
terţiară a proteinelor diferă în funcţie de clasă, însă situsul activ format din histidină, 
serină şi aspartat, precum şi mecanismul catalitic sunt aceleaşi. Aceste enzime 
catalizează hidroliza legăturilor peptidice prin acelaşi mecanism de transfer al unei 
grupări acil (Figura 1.10), cu o viteză de reacţie de 109 ori mai mare decât a reacţiei 
necatalizate. Câteva exemple de serin-proteaze sunt redate în Tabelul 1.2 [73]. 
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Tabelul 1.2. Sursa şi rolul unor serin-proteaze  
 
Enzima Sursa Funcţia 
Tripsina Pancreas Digestia proteinelor 
Chimotripsina Pancreas Digestia proteinelor 
Elastaza Pancreas Digestia proteinelor 
Trombina Ser vertebral Coagularea sângelui 
Plasmina Ser vertebral Dizolvarea cheagurilor de sânge 
Kalikreina Sânge şi ţesuturi Controlul debitului de sânge 
Lizozomal proteaza  Celulele animale Circulaţie proteinelor în celulă 
Coconaza Larve de molie Dizolvarea coconului după 

metamorfoză 
Proteaza A şi B Streptomyces griseus Digestie 
Subtilizina Bacillus subtilis Digestie 
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Figura 1.10. Reprezentarea schematică a mecanismului catalitic general al serin-proteazelor 

 
După formarea complexului enzimă-substrat (ES), carbonul (C=O) 

corespunzător legăturii ce se scindează este atacat de serină (componentă a 
situsului catalitic), formând un intermediar tetraedric cu centrul oxianionic. Starea 
de tranziţie este stabilizată prin legăturile de hidrogen formate între resturile de 
aminoacizi din centrul activ al enzimei şi centrul oxianionic al substratului. În cazul 
subtilizinei, legăturile de hidrogen se formează între atomul de azot din structura 
serinei (componentă a centrului activ) şi catena laterală a asparaginei (Asn155). 
Studiile cristalografice realizate pentru subtilizină au demonstrat formarea unei 
legături slabe de hidrogen între Asn155 şi substrat sub forma complexului ES, 
această legătură fiind consolidată în starea de tranziţie.   

Rolul restului aspartat, din structura centrului activ al serin proteazelor, nu a 
fost elucidat în totalitate. Studiile anterioare au demonstrat că acest rest de 
aminoacid formează împreună cu restul de serină şi histidină „triada” catalitică care 
acţionează ca proton de transfer. Orientarea relativă a restului aspartat în centrul 
catalitic diferă considerabil pentru cele trei clase de serin-proteaze, fiind astfel puţin 
probabil ca transferul de protoni să aibă loc între resturile de histidină şi aspartat în 
toate cele trei cazuri. Datele experimentale au demonstrat că prezenţa anionului 
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carboxilat din structura aspartatului influenţează reactivitatea restului de histidină, 
având o influenţă considerabilă pentru cataliză. Diferenţele dintre chimotripsină şi 
subtilizină, în ceea ce priveşte specificitatea de substrat, pot fi explicate pe baza 
structurii centrului catalitic. În toate cazurile, legarea substratului este facilitată de 
formarea legăturilor de hidrogen, formându-se astfel structuri β-pliate între resturile 
de aminoacizi din centrul activ şi resturile P1-P4 din structura substratului. 
Interacţiunile dintre situsurile P1-S1 joacă un rol foarte important în definirea 
specificităţii de substrat a acestor enzime [74]. 

 
 

1.5.2.5. Subtilizina - structură şi proprietăţi 
 

Cele mai importante proteaze comerciale sunt subtilizinele. Acestea sunt o 
familie de serin-proteaze bacteriene secretate de mai multe specii de Bacillus 
(Tabelul 1.3). Subtilizina matură conţine aproximativ 270 aminoacizi. Sunt 
endopeptidaze cu specificitate variată ce conţin în structura lor un ion de calciu. La 
fel ca şi chimotripsina, ele preferă reziduuri hidrofobe în poziţia P1, de exemplu 
fenilalanina. O ordine aproximativă a preferinţei este: Tyr, Phe>Leu, Met, Lys>His, 
Ala, Gln, Ser>>Glu, Gly [75]. Subtilizinele prezintă afinitate scăzută pentru 
aminocizii din poziţiile P2 şi P3, dar favorizează resturile hidrofobe din poziţia P4. 
Situsul S1 al subtilizinei apare ca o despicătură largă, puţin adâncă, format din două 
lanţuri β-pliate şi o regiune sub formă de buclă de dimensiuni variabile (Figura 1.12) 
[74]. 
 
Tabelul 1.3. Proteaze disponibile comercial  
 
Enzima Sursa biologică Sinonime 
 
Subtilizine 
 

  

Subtilizina BL Bacillus lentus Savinase 
Subtilizina BPN’ Bacillus amyloliquefaciens Subtilizina Novozymes 
Subtilizina Carlsberg Bacillus licheniformis Alcalază, subtilizina A, 

Optimase 
Proteaze înrudite structural cu subtilizinele 
 

 

Thermitase Thermoactinomyces vulgaris  
Proteinaza K Tritirachium album Limber  
 
Alte proteaze 
 

  

Chimotripsină Pancreas de bovină  
Termolizină Bacillus thermoproteolyticus  
Papaină Papaya  

 
Cele mai importante subtilizine comerciale sunt subtilizina BL (subtilizina din 

Bacillus lentus), subtilizina Carlsberg (subtilizina din B. licheniformis) (Figura 1.11) 
şi subtilizina BPN’ (subtilizina din B. amyloliquefaciens). În ciuda diferenţelor din 
secvenţa de aminoacizi (84 dintre cei 275 de aminoacizi diferă între subtilizinele 
Carlsberg şi BPN’), structurile şi specificitatea de substrat sunt similare. Activitatea 
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catalitică diferită a acestora este determinată de diferenţele în structura primară a 
proteinelor [76]. 

Subtilizinele sunt serin-proteaze alcaline, adică proteaze care prezintă 
activitate maximă la pH alcalin. Nu există un pH optim. Viteza de reacţie creşte în 
domeniul de pH 6-9, apoi rămâne constantă. La pH>11, atât subtilizina Carlsberg 
cât şi subtilizina BPN’ sunt denaturate, dar subtilizina BL rămâne stabilă până la 
valori ale pH-ului de cel puţin 12. Este foarte probabil ca această diferenţă să 
provină de la faptul că Bacillus lentus este o bacterie alcalofilă ce se poate dezvolta 
la pH mai ridicat decât alte specii de Bacillus [48]. 

Detergenţii de rufe conţin proteaze de tip subtilizină folosite pentru 
îndepărtarea petelor pe bază de proteine. Sunt produse la scară industrială la nivel 
de tone şi de aceea sunt foarte ieftine. Acestea sunt comercializate sub denumirea 
de alcalază, de către Novozymes. Datorită importanţei lor comerciale, o mulţime de 
eforturi au fost consacrate în ingineria subtilisizinelor, în special pentru 
îmbunătăţirea stabilităţii şi activităţii la pH şi temperaturi ridicate. Prima subtilizină, 
folosită în industria detergenţilor şi obţinută prin inginerie genetică, a fost subtilizina 
BPN’ descoperită de către Genencor şi Procter & Gamble. La ora actuală, subtilizinele 
folosite în industria detergenţilor tolerează pH-ul şi temperaturile ridicate, 
surfactanţii, oxidanţii şi co-solvenţii organici.  

 
Figura 1.11. Structura şi triada catalitică a subtilizinei Carlsberg [77] 
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Figura 1.12. Interacţiunile dintre centrul activ al subtilizinelor şi substrat 
 
 

1.5.2.6. Peptide active biologic obţinute prin hidroliza enzimatică a 
proteinelor  

 
Una dintre metodele de modificare a proprietăţilor fizice, chimice, funcţionale 

şi nutriţionale ale proteinelor alimentare este hidroliza parţială a acestora. 
Hidrolizatele proteice reprezintă amestecuri de oligopeptide, polipeptide şi 
aminoacizi liberi. Procesul este însă unul complicat datorită diversităţii 
componentelor de reacţie (amestecuri de fragmente peptidice, care pot fi atât 
produşi de reacţie, cât şi reactanţi pentru reacţia următoare), multiplicităţii tipurilor 
de reacţie, complexităţii schemei de reacţie (existenţa inhibiţiei de substrat, 
diversitatea produşilor de reacţie, inactivarea enzimei în timpul hidrolizei) şi 
influenţa pH-ului, temperaturii, tăriei ionice şi a presiunii asupra vitezei de reacţie.  

În prezent, peptidele obţinute prin hidroliza enzimatică a proteinelor sunt 
folosite în industria alimentară, farmaceutică şi cosmetică [78, 79].  

Studiile recente au demonstrat că majoritatea peptidelor înglobate în 
proteinele alimentare şi eliberate în timpul hidrolizei enzimatice, conferă proprietăţi 
biologic active. Peptidele biologic active obţinute prin hidroliza proteinelor 
alimentare pot avea proprietăţi antioxidative, antimicrobiene, antihipertensive, 
citomodulatorii şi imunomodulatorii, atât in vivo, cât şi in vitro [80]. În Tabelul 1.4 
sunt prezentate câteva peptide cu activitate biologică [81]. De exemplu, peptidele 
cu mase moleculare mai mici (10-50 resturi de aminoacizi), cu proprietăţi cationice 
şi hidrofobe, sunt cunoscute ca potenţiali agenţi de apărare având acţiune 
antimicrobiană asupra unui spectru larg de microorganisme patogene, cum ar fi 
bacteriile gram-pozitive şi gram-negative, fungi, virusuri şi paraziţi [82].  
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Tabelul 1.4. Peptide active biologic obţinute prin hidroliza enzimatică a proteinelor 
animale 
Proteina  Peptida/Compoziţia 

în Aminoacizi   
Activitatea 
biologică 

Proteaza 

Ţesut muscular 
(pasăre) 

Leu-Pro-Lys Inhibitor ACE Termolizina  

Hidrolizate din 
stridii (10-5 kDa) 

Leu, Glu, Asp, Phe, 
Tyr, Ile, Gly 

Antivirală Alcalaza şi 
bromelanina 

α-cazeina (lapte 
de bovină)  

Tyr-Lys-Val-Pro-Glu-
Leu 

Inhibitor ACE Proteinaza din 
Lactobacillus 
helveticus CP790 

Para-κ-cazeina 
(lapte de bovină) 

Phe-Phe-Ser-Asp-Lys 
f(17-21) 

Imunomodulatoare  Tripsina 

Lizozima (ou) Lizozima f(98-112) 
Ile-Val-Ser-Asp-Gly-
Asn-Gly-Met-Asp-Ala-
Trp-Val-Ala-Trp-arg 

Antimicrobiană Clostripaina 

Albumina (orez) Orizatensina 
Gly-tyr-Pro-Met-Tyr-
Pro-Leu-Arg 

Imunomodulatoare Tripsina 

β-lactoglobulina 
(lapte de bovină) 

Ile-Ile-Ala-Glu-Lys Hipocolesterolemică Tripsina 

 
Studiile privind utilizarea peptidelor în tratarea cancerului au câştigat de 

asemenea mult teren, oferind rezultate remarcabile. Jang şi colaboratorii au 
identificat patru peptide cu activitate ACE inhibitoare în hidrolizatele obţinute din 
sarcoplasma de vită. Acestea au demonstrat activitate antimicrobiană şi 
anticancerigenă [83]. 

In 2003, Campina, una dintre cele mai mari companii de lactate la nivel 
mondial, a lansat pe piaţă produsul C12 peption (peptidă biologic activă formată din 
12 aminoacizi), cu acţiune în reducerea presiunii arteriale. Un alt produs cu 
proprietăţi remarcabile este Valess, substituent al cărnii obţinut din lapte degresat şi 
fibre din alge, prin care se obţine o textură fermă prin acelaşi proces de coagulare 
folosit pentru obţinerea brânzeturilor.  

Prin utilizarea peptidelor biologic active în industria medicamentelor se reduce 
costul şi timpul de desfăşurare a studiilor de toxicitate necesare pe parcursul 
procesului, precum şi încercările clinice. Hidroliza enzimatică este preferată în 
industria alimentară şi farmaceutică datorită absenţei urmelor de solvenţi organici în 
produsul final [20]. 

Producţia la scară industrială este favorizată de folosirea enzimelor 
imobilizate, deoarece acestea oferă o serie de avantaje comparativ cu cele solubile: 
condiţii blânde de reacţie, reutilizarea biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei 
care ar putea determina formarea metaboliţilor secundari [84]. Un alt avantaj al 
enzimelor imobilizate este operarea în regim continuu, acest procedeu fiind utilizat 
în mare măsură pentru hidroliza totală a proteinelor [85]. 

Procedeele de modificare chimică a peptidelor şi încorporarea aminoacizilor 
naturali (incluzând D-aminoacizi) au fost aplicate în vederea îmbunătăţirii stabilităţii 
peptidelor susceptibile degradării proteolitice. Shen şi colaboratorii au descoperit o 
nouă metodă chimică de sinteză a peptidelor, care poate fi folosită pentru a 
introduce un aminoacid nenatural în interiorul unei molecule de proteină [86].  
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Jang şi colaboratorii au identificat un număr de patru peptide (GFHI, DFHING, 
FHG, GLSDGEWQ) cu activitate biologică, obţinute prin hidroliza enzimatică a 
sarcoplasmei de vită. Acestea au avut activitate antimicrobiană, efect citotoxic 
împotriva celulelor cancerigene şi efect macrofag-stimulator [87]. 
 
1.5.3. Sinteza enzimatică 
 

Creşterea gradului de conştientizare cu privire la importanţa reglementărilor şi 
siguranţei în domeniul sănătăţii, precum şi creşterea cererii peptidelor biologic 
active, au solicitat căutarea intensivă a alternativelor biotehnologice de producere a 
oligopeptidelor de interes. Specificitatea ridicată a proteazelor a condus la creşterea 
interesului în dezvoltarea de noi metode de sinteză pe cale enzimatică a peptidelor. 
Potenţialul său se bazează pe obţinerea peptidelor foarte mici, în cele mai multe 
cazuri, dipeptide şi tripeptide [88].  

Sinteza peptidelor catalizată de proteaze a fost raportată pentru prima dată în 
1901 de către Savjalov. Până la sfârşitul anilor 1930 cercetătorii au crezut că 
biosinteza proteinelor implică acţiunea inversă a proteazelor. La sfârşitul anilor 1970 
chimiştii au început să folosească proteazele pentru a simplifica sinteza peptidelor, 
acest domeniu fiind în continuare foarte atractiv. Există mai multe lucrări în care s-a 
studiat sinteza legăturilor amidice cu ajutorul proteazelor şi amidazelor [89, 90, 91, 
92]. 

Printre avantajele sintezei enzimatice se numără:  
 

 enantioselectivitatea ridicată; 
 eliminarea etapelor de protecţie-deprotecţie a catenelor laterale ale 

aminoacizilor; 
 realizarea sintezelor în condiţii blânde de reacţie.  

 
În prezenţa apei, proteazele catalizează hidroliza legăturilor peptidice, dar 

reacţia poate avea loc şi în sens invers (sinteza legăturilor peptidice) în prezenţa 
unei concentraţii mici de apă în sistemul de reacţie (Figura 1.13) [88]. 

 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 

 
 

Figura 1.13. Reprezentarea schematică a reacţiei de hidroliză şi formare a legăturii peptidice 
A3-A4 catalizată de proteaze 

 
Biocataliza în medii neconvenţionale (neapoase) a extins spectrul de aplicare 

al proteazelor în acele reacţii care nu pot avea loc în medii apoase, şi anume sinteza 
peptidelor în schimbul hidrolizei lor. Solvenţii organici, fluidele supercritice, 

-A1-A2-A3-A4-A5-

Protează
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amestecurile eutectice [15] şi lichidele ionice [93, 94] au fost folosite ca medii de 
reacţie în sinteza enzimatică a peptidelor.   

Dipeptidele şi tripeptidele sintetizate enzimatic au fost folosite cu succes în 
nutriţie, produse farmaceutice şi agrochimice. Câteva exemple relevante sunt: 
sinteza aspartamului, kiotorfinei, angiotensinei, encefalinei, dinorfinei şi a unor di- şi 
tripeptide nutriţionale [15]. Au fost raportate mai multe exemple de peptide active 
biologic sintetizate pe cale enzimatică [50, 95, 96]. 

Din punct de vedere nutriţional şi fiziologic, peptidele se comportă diferit spre 
deosebire de aminoacizi şi proteine. Tripeptida RGD (Arg-Gly-Asp) a fost descoperită 
de Telios Pharmaceuticals Co. ca fiind un medicament împotriva arsurilor, ulcerului 
duodenal, etc. Această tripeptidă este formată din doi aminoacizi cu caracter hidrofil 
(Arg şi Asp) şi unul neutru (Gly). O serie de peptide biologic active sintetizate pe 
cale enzimatică sunt prezentate în Tabelul 1.5 [88]. 

 
Tabelul 1.5. Peptide active biologic sintetizate pe cale enzimatică 

 
Peptida Legătura peptidică formată Enzima folosită 
Insulina Arg-Gly Tripsina 
Aspartam Asp-Phe Termolizina 
Kiotorfina Tyr-Arg α-Chimotripsina 
Leu-encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu α-Chimotripsina, papaina 
Dinorfina (1-8) Tyr-Gly-Gly-Phe-Arg-Arg-Ile α-Chimotripsina, tripsina, 

papaina 
Ceruleina Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-

Phe 
α-Chimotripsina, papaina, 
termolizina, subtilizina 

Tripeptida RGD  Boc-Arg-Gly-OEt Alcalaza, tripsina, papaina, 
chimotripsina 

Somatostatina (-Ala-Gly-Cys-Lys-Phe-Phe-Trp-
Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-)a 

Termolizina, chimotripsina 

Vasopresina Tyr-Phe Phe-Gln Termolizina, chimotripsina 
Oxitocina Cys-Tyr-Tyr-Ile Pro-Leu-Leu-

Gly 
Papaina, termolizina, 
chimotripsina 

a legătura peptidică formată între primul şi ultimul rest de aminoacid   
formându-se astfel oligopeptida ciclică, somatostatina 

 
Utilizarea substraturilor protejate în sinteza oligopeptidelor a condus la o 

pierdere de continuitate în secvenţa de reacţie şi la o reducere a randamentului de 
produs şi a productivităţii, limitând astfel sinteza continuă a oligopeptidelor cu 
ajutorul enzimelor. De aceea este nevoie de dezvoltarea de noi strategii şi metode în 
vederea depăşirii dificultăţilor întâmpinate în timpul amidării peptidelor la carbonul 
C-terminal şi exprimării activităţii biologice complete.  

Proteazele folosite în sinteza peptidelor sunt selectate în funcţie de specificitatea lor 
faţă de resturile de aminoacizi implicate în legătura peptidică care se scindează (Tabelul 
1.6).  Majoritatea proteazelor disponibile comercial, cum ar fi: metalo-, serin-, aspartat-, 
endo- şi exopeptidazele sunt folosite în sinteza peptidelor. Kumar şi colaboratorii au 
investigat eficienţa proteazei din Bacillus sp. APR-4 în diferite sinteze ale peptidelor. [97]. 
Subtilizina, chimotripsina, tripsina şi papaina au fost proteazele cele mai utilizate în sinteza 
peptidelor. Cu toate acestea, specificitatea largă de substrat restricţionează folosirea lor în 
sinteza peptidelor, deoarece produsul care se acumulează în timpul reacţiei poate fi atacat 
simultan de proteaze [43].  
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Tabelul 1.6. Specificitatea proteazelor  
 
Enzima Legătura peptidică scindată 
Proteaze serinice  
   Tripsina -A-A’- (-A=Lys, Arg, -A’=nespecific) 
   Chimotripsina -A-A’- (-A=Trp, Phe, Leu, -A’=nespecific) 
   Catepsina -A-A’- (-A=Phe, Leu, Trp -A’=nespecific) 
   Elastaza  -A-A’- (-A=Ala, Ser, Leu, -A’=nespecific) 
   Subtilizina -A-A’- (-A=neutru, sunt preferaţi aminoacizii cu 

caracter acid, -A’=nespecific) 
   Carboxipeptidaza Y -A-A’- (nespecific) 
   Proteaza prolin-specifică -A-A’- (-A=Pro) 
Proteaze cisteinice  
   Papaina -A-A’- (-A=Arg, Lys, -A’=nespecific) 
   Bromelaina -A-A’- (nespecific) 
   Clostripaina -A-A’- (-A=Arg, -A’=Pro) 
   Catepsina B -A-A’- (dependentă de substrat) 
Metaloproteaze  
   Termolizina -A-A’- (-A=Leu, Phe, -A’=Leu, Phe, Val, Met, Ala, Ile) 
Proteaze aspartice     
   Pepsina -A-A’- (-A=Phe, Tyr, Leu, -A’=Trp, Phe, Tyr) 
   Catepsina D -A-A’- (-A=Phe, Leu, -A’=nu poate fi val, Ala) 
 

Principalele strategii folosite în sinteza peptidelor pe cale enzimatică sunt:  
o Sinteza prin control termodinamic; 
o Sinteza prin control cinetic (Figura 1.14). 
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Figura 1.14. Sinteza legăturilor peptidice catalizată de proteaze. a) Reacţia controlată  

termodinamic, în care echilibrul poate fi deplasat prin modificarea condiţiilor de reacţie. b) 
Reacţia controlată cinetic, în care se porneşte de la o componentă carboxilică activată (de 

exemplu, ester) 
 
În cazul sintezelor controlate termodinamic, se modifică condiţiile de 

reacţie pentru a deplasa echilibrul spre sinteză, în defavoarea hidrolizei. Hidroliza 
peptidelor este favorizată de ~2,2 kcal/mol şi este condusă în principal de 
solvatarea ionilor carboxilat şi amoniu. Metoda cea mai des folosită de deplasare a 
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echilibrului spre sinteză, este înlocuirea apei cu un solvent organic. Solventul 
organic împiedică ionizarea materiilor prime şi de asemenea reduce concentraţia de 
apă. Alte metode utilizate frecvent pentru a deplasa echilibrul sunt: creşterea 
concentraţiilor de materii prime sau alegerea grupărilor protective care promovează 
precipitarea produsului [48].  

 
În cazul sintezelor controlate cinetic, se porneşte de la un compus 

carboxilic activat, de obicei un ester. Esterul reacţionează cu enzima pentru a forma 
un intermediar acil-enzimă, care reacţionează apoi fie cu o amină pentru a forma 
amida dorită, fie cu apă formându-se acidul carboxilic. Deoarece materia primă este 
un compus carboxilic activat, reacţiile sunt mai rapide decât în cazul controlului 
termodinamic. Abordarea controlului cinetic necesită un intermediar acil-enzimă, de 
aceea în acest caz se utilizează doar serin-hidrolazele (de exemplu subtilizina, 
lipazele). Metalo-proteazele, cum ar fi termolizina, acţionează doar în sintezele 
controlate termodinamic [48]. Folosind un substrat activat, proteazele acţionează ca 
transferaze catalizând transferul grupării acil unui nucleofil. Hidroliza substratului 
activat este o reacţie concurentă sintezei legăturii peptidice, peptida formată putând 
fi hidrolizată de către protează. Randamentul produsului depinde de raportul aparent 
dintre constantele vitezelor de reacţie (sinteză şi hidroliză) şi de viteza cu care 
produsul format se hidrolizează. În 1991, Chen şi colaboratorii au raportat sinteza 
peptidelor în soluţie etanolică, catalizată de preparatul enzimatic comercial alcalază 
[98].  

Cea mai importantă aplicaţie a sintezei peptidelor catalizată de proteaze (la 
nivel de sute de mii de tone) este sinteza aspartamului (un îndulcitor cu conţinut 
caloric redus), prin biocatalizată cu termolizină (Figura 1.15) [99]. Această sinteză 
controlată termodinamic are loc prin precipitarea produsului. Datorită 
regioselectivităţii ridicate a termolizinei, nu este necesară protejarea β-
carboxilatului, având loc doar reacţia grupării α-carboxil din aspartat. 
Enantioselectivitatea crescută permite utilizarea aminoacizilor racemici, deoarece 
doar L-enantiomerul reacţionează. 
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Figura 1.15. Procedeul comercial de obţinere a aspartamului (esterul metilic al α-L-aspartil-L-
fenilalaninei). Reacţia de cuplare a acidului aspartic N-Cbz protejat cu esterul metilic al 

fenilalaninei catalizată de termolizină 
 

Un exemplu de sinteză controlată cinetic este producerea chiotorfinei (Tyr-
Arg) catalizată de α-chimotripsină (Figura 1.16) [100]. Pentru a minimiza reacţia 
secundară de hidroliză s-a folosit o concentraţie ridicată de agent nucleofil. 
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Figura 1.16. Schema reacţiei de sinteza a dipeptidei chiotorfinei catalizată de α-chimotripsină 
 

Subtilizina acceptă o gamă mai largă de substraturi comparativ cu alte 
proteaze. Aceasta se utilizează de obicei pentru cuplările amidice care implică 
substraturi sintetice [101]. La cuplarea unui D-aminoacid este recomandată 
utilizarea unui nucleofil, şi nu a unui donor carboxil, deoarece subtilizina este mai 
tolerantă la modificările nucleofilului decât la modificările grupării carboxil. 

Cercetătorii au cuplat de asemenea şi peptide mai lungi cu ajutorul 
proteazelor. De exemplu, subtilizina a scindat o proteină cum ar fi lizozimul şi 
ranaza în mai multe peptide [102]. Apoi, adăugarea unui solvent organic a deplasat 
echilibrul spre sinteza peptidei, aceeaşi subtilizină catalizând formarea proteinei. În 
viitor, această condensare ar putea duce la formarea de proteine cu conţinut de 
aminoacizi sau zaharuri sintetice.  
 
 
1.6. Procese industriale de obţinere a peptidelor 
 

Producţia la scară industrială a peptidelor reprezintă scopul final al dezvoltării 
tehnologice în acest domeniu. 
 
1.6.1. Procese chimice industriale 

 
În cazul producţiei la scară industrială a peptidelor trebuie luate în considerare 

următoarele aspecte: costul ridicat al materialelor şi efectul toxic la reziduurilor 
asupra mediului înconjurător [1]. 

Peptidele cu activitate terapeutică au un potenţial foarte ridicat, multe dintre 
ele fiind produse la scară industrială. Principalele dezavantaje ale sintezei în fază 
solidă se referă la apariţia procesului de racemizare, necesitatea protejării catenelor 
laterale ale aminoacizilor, care determină creşterea costului substratului şi reduce 
randamentul de produs, dificultatea reutilizării agentului de cuplare şi a donorului 
acil folosit în exces pentru a avea loc acilarea totală şi rapidă a nucleofilului, 
toxicitatea solvenţilor şi agenţilor de cuplare [28]. În ciuda acestor restricţii, sinteza 
în fază solidă (SPPS) poate fi considerată o tehnologie atrăgătoare pentru producţia 
pe scară largă a peptidelor de dimensiuni medii, de până la 100 de resturi de 
aminoacizi, cele mai multe dintre ele de importanţă terapeutică [103]. De obicei, 
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peptidele alcătuite din maxim 30 de resturi de aminoacizi sunt obţinute prin metoda 
secvenţială [104], în timp ce peptidele mai lungi (mai mult de 60 de aminoacizi) ar 
trebui produse prin sinteza convergentă în care fragmentele protejate sunt 
sintetizate în fază solidă, apoi asamblate prin metoda în fază lichidă [105]. Peptidele 
mai mari şi proteinele sunt obţinute, în general, prin legare chemoselectivă [106], în 
care toate fragmentele neprotejate sunt sintetizate anterior prin SPPS.  O nouă 
metodă de sinteză în soluţie a peptidelor la scară industrială a fost procesul 
dezvoltat de una dintre cele mai importante companii de sinteză a peptidelor, 
Dyosynth. Procesul denumit DioRaSSP (Diosynth Rapid Solution Synthesis of 
Peptides) combină avantajele sintezei în soluţie cu cele ale sintezei în fază solidă 
[107]. 
 
1.6.2. Procese enzimatice industriale 
 

Intensificarea normelor de sănătate şi siguranţă a determinat căutarea 
intensivă a alternativelor biotehnologice de sinteză a peptidelor folosite în industria 
alimentară şi medicină. În ultimul deceniu s-a pus accentul pe dezvoltarea noilor 
metode de producţie pe scară largă a peptidelor biologic active cu ajutorul 
proteazelor. În general, enzimele sunt catalizatori labili, de aceea procesele trebuie 
proiectate cu atenţie. Acest lucru presupune optimizarea parametrilor operaţionali: 
pH, temperatură, concentraţia solventului organic, precum şi evaluarea activităţii şi 
stabilităţii biocatalizatorului în condiţii de funcţionare, solubilitate şi stabilitate a 
reactanţilor şi produşilor de reacţie.  

Dezvoltarea proceselor de sinteză enzimatică a polipeptidelor necesită 
alegerea adecvată a proteazei care urmează să fie utilizată în etapele de cuplare. 
Această selectare se face în funcţie de specificitatea lor, succesiunea de formare a 
legăturilor peptidice, mediul de reacţie şi aminoacidul sau peptida care acţionează ca 
donori acil şi nucleofili [88]. Procesul de sinteză enzimatică al peptidelor trebuie să 
îndeplinească următoarele cerinţe: 

 
• optimizarea randamentului total prin reducerea etapelor; 
• integritatea reacţiei şi a etapelor de separare (de exemplu, produsul obţinut 

într-o reacţie să fie folosit ca substrat pentru următoarea reacţie, cu 
modificări minime); 

• protecţie minimă şi utilizarea alternativă a grupărilor protectoare uşor de 
introdus şi eliminat (prin cataliză enzimatică, dacă este posibil). 
 

Specificitatea şi reactivitatea ridicată în condiţii blânde de reacţie pot avea un 
impact puternic asupra economiei proceselor catalizate enzimatic, deoarece acestea 
vor reduce numărul etapelor necesare sintezei şi a energiei necesare şi va avea un 
impact nesemnificativ asupra mediului înconjurător, ca o consecinţă a cantităţii şi 
toxicităţii reduse a deşeurilor [108].   

Mărimea peptidelor reprezintă o condiţie majoră în sinteza enzimatică, 
deoarece procesele nu au fost încă elaborate şi automatizate. Astfel, doar peptidele 
mici (mai puţin de 10 resturi de aminoacizi) au fost sintetizate enzimatic cu succes. 
În aceste condiţii există o concurenţă strânsă între sinteza chimică şi cea 
enzimatică, cu excepţia cazului în care proprietăţile remarcabile ale enzimelor au 
implicaţii profunde în proces. Acest lucru este ilustrat în cazul obţinerii enzimatice a 
aspartamului folosind proteaza termolizină [109]. Alte exemple remarcabile ale 
tehnologiei enzimatice de obţinere a peptidelor biologic active sunt: producerea 
chiotropinei cu ajutorul chimotripsinei imobilizate [110], obţinerea di-, tri- şi a 
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tetrapeptidelor bioactive cu chimopapaină şi subtilizină adsorbite pe Celite cu un 
randament 73%, 74%, respectiv 67% [111]. Un exemplu reprezentativ care pune în 
evidenţă potenţialul sintezei enzimatice este cazul colecistochininei C-terminale 
(CCK-8). CCK-8 este o octapeptidă (H-Asp-Tyr [SO3]-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH2) a colecistochininei (CCK), un hormon polipeptidic alcătuit din 33 de resturi de 
aminoacizi, responsabil pentru stimularea digestiei grăsimilor şi proteinelor în 
intestinul subţire [112]. În cazul acestui proces, reacţiile enzimatice au fost 
catalizate de proteaze imobilizate prin adsorbţie pe un suport solid (Celite şi 
poliamidă). Toate acestea au avut un cost scăzut. Acest proces de sinteză constituie 
un exemplu reprezentativ al aplicaţiilor biocatalizatorilor în sinteza peptidelor 
biologic active, ce implică şapte reacţii catalizate de proteaze şi etapele de separare 
corespunzătoare.  

În ciuda progreselor tehnologice, productivitatea scăzută, conversia mică şi 
costul ridicat al enzimelor reprezintă problemele care trebuie rezolvate pentru a face 
competitivă sinteza enzimatică a peptidelor pentru un spectru mai larg de procese.      

In anii ’70 s-au dezvoltat diferite metode pentru obţinerea insulinei umane 
(hormonul impotriva diabetului), printre care sinteza chimică a polipeptidei (în 
soluţie sau SPPS), proces neeconomic datorită numărului mare de etape de 
protecţie/deprotecţie a aminoacizilor şi peptidelor intermediare, transformarea 
enzimatică a insulinei porcine în insulina umană (proces viabil din punct de vedere 
tehnologic şi economic) şi sinteza utilizând tehnologia ADN recombinant. Prin 
această ultimă abordare s-a obţinut insulina recombinantă, primul preparat 
terapeutic obţinut prin această tehnologie şi folosit pe scară largă. Avantajele 
acestui process au fost: productivitatea ridicată, producerea insulinei nu depinde de 
numărul animalelor sacrificate şi eliminarea riscului transmiterii accidentale a bolilor 
virale. Tehnologiile de obţinere a insulinei prin ADN recombinant constă în obţinerea 
catenelor A şi B ale insulinei prin inserţia cADN codificat pentru catenele A şi B în E. 
coli (tulpina K12), purificarea catenelor şi cuplarea acestora prin punţi disulfidice.  

Secvenţele de aminoacizi ale insulinei obţinute din diferite specii de animale 
sunt similare, dar nu identice. De exemplu, insulina porcină diferă printr-un 
aminoacid (carboxilul terminal al lanţului B) de insulina umană (Ala vs. Thr) (Tabelul 
1.7). 
 
Tabelul 1.7. Diferenţa secvenţei de aminoacizi între insulina umană si porcină 
 

Specia Catena A Catena B 
 4 8 9 10 1 3 29 30 

Umană E T S I F N K T 
Porcină E T S I F N K A 

 
Inouye şi colaboratorii au dezvoltat o metodă de semisinteză a insulinei 

umane în care tripsina a fost folosită ca şi catalizator pentru reacţia de cuplare a 
desooctapeptidei-(B23-B30) a insulinei (DOI) cu o octapeptidă sintetică 
corespunzătoare poziţiilor B23-B30 ale insulinei umane. DOI a fost obţinută prin 
hidroliza enzimatică cu ajutorul tripsinei a insulinei porcine (Figura 1.17) [113].  
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Figura 1.17. Transformarea enzimatică a insulinei porcine în insulina umană; (a) secvenţa de 

aminoacizi a insulinei porcine; (b) octapeptida sintetică corespunzătoare secvenţei de 
aminoacizi (B23-B30) a insulinei umane 

 
 
1.7. Modificarea peptidelor la carbonul C-terminal 
 
1.7.1. Amidarea 
 

Majoritatea peptidelor active biologic conţin o grupare amidică la carbonul din 
poziţia C-terminală. Printre acestea se numără: desmopresina, gonadorelina, 
oxitocina, calcitonina şi arginin-vasopresina. Amidele peptidelor pot fi obţinute  prin 
sinteza în fază solidă folosind răşini de benzohidrilamină [114, 115]. La scară 
industrială se foloseşte metoda sintezei în soluţie. În acest caz se porneşte de la 
aminoacilamida C-terminală, păstrând gruparea amidică liberă pe întreg parcursul 
sintezei. Aceasta metodă este de obicei însoţită de probleme de solubilitate şi de 
pierderi ale produsului în apele de spălare. O altă abordare este amonoliza chimică 
la un pH ridicat a esterilor C-terminali ai peptidelor, care pot fi obţinuţi prin sinteza 
convenţională a peptidelor, dar aceasta implică riscul racemizării şi formarea 
produşilor secundari de reacţie. Utilizarea enzimelor pentru sinteza amidelor C-
terminale a peptidelor pot preveni aceste limitări datorită condiţiilor blânde de 
reacţie, chemo- şi regioselectivităţii ridicate. 

Sinteza enzimatică poate fi realizată prin amonoliza peptidelor libere la poziţia 
C-terminală printr-o reacţie controlată termodinamic (Figura 1.18a), sau prin 
amonoliza alchil- sau aril-esterilor peptidelor prin control cinetic (Figura 1.18b) 
[116].  

Peptida-COOH + NH3
enzimã

-H2O
Peptida-CONH2

Peptida-COOR + NH3
enzimã

-R-OH
Peptida-CONH2

unde, R = alchil, aril

(a)

(b)

 
 

Figura 1.18. Sinteza enzimatică a amidelor peptidelor 
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În majoritatea cazurilor α-amidarea neuropeptidelor şi hormonilor este 
esenţială pentru activitatea biologică. În natură, mecanismul de sinteză al peptidelor 
amidate implică modificarea posttranslaţională a precursorului glicinic. Scindarea 
oxidativă este catalizată de monoxigenaza de α-amidare a peptidilglicinei (PAM), 
enzimă localizată în ţesuturile glandelor endocrine şi neurale. PAM este o enzimă 
bifuncţională formată din două domenii: (1) monoxigenaza de α-hidroxilare a 
peptidilglicinei (PHM, EC 1.14.17.3) şi (2) liaza de α-amidare a peptidil-α-
hidroxiglicinei (PAL, EC 4.3.2.5). Aceste enzime acţionează secvenţial generând 
peptida activă α-amidată (Figura 1.19). [115, 117]. 
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Figura 1.19. Reacţia de formare a peptidelor α-amidate catalizată de PHM şi PAL 
 

În ultimii ani, au fost realizate mai multe studii cu privire la sinteza enzimatică 
a peptidelor amidate şi a aminoacizilor utilizând fie metoda (a) fie metoda (b). 
Čeřovskỳ şi Kula [118, 119] au raportat sinteza amidelor peptidelor prin amidarea 
carbonului C-terminal al grupării acide din substratul peptidei utilizând o 
peptidamidază extrasă din coaja de portocală. Chiar dacă condiţiile de reacţie au 
fost optimizate, randamentele nu au depăşit 35%.  

Randamentele de amidare sunt puternic influenţate de natura aminoacidului 
terminal, cele mai ridicate fiind obţinute pentru peptidele în care aminoacidul 
terminal este Phe, Met şi Leu. Amidaza utilizată în aceste studii a demonstrat o 
preferinţă ridicată pentru resturile de aminoacizi hidrofobi din poziţia terminală şi o 
activitate scăzută pentru resturile de aminoacizi hidrofili sau încărcaţi electric. Deşi 
posibile, aplicaţiile acestei metode în sinteza amidelor peptidelor în fază lichidă sunt 
împiedicate de randamentele mici, de disponibilitatea limitată a enzimei şi de etapa 
adiţională de deprotejare a esterilor peptidei care are loc de obicei în etapa de 
sinteză în fază lichidă înainte de amidarea efectivă.   

Amidarea aminoacizilor N-protejaţi, cum ar fi Z-Phe-NH2, Moz-Asp(Bzl)-NH2, 
Moz-Glu(Bzl)-NH2, Z-Ala-NH2 şi Moz-Leu-NH2 prin amonoliza esterilor metilici sau 
benzilici, utilizând proteaza alcalină industrială alcalază, a fost realizată de Chen şi 
colaboratorii săi [120]. Reacţiile au fost realizate în terţ-butanol, utilizând clorură de 
amoniu ca sursă de amoniac, în prezenţa trietilaminei, la pH 10,6 sau mai mare. 
Randamentele obţinute au fost cuprinse între 50 şi 70%. Chen a mai realizat de 
asemenea şi sinteza dipeptidei Ala-Phe-NH2 cu o conversie de 68% în 12 ore. 
Aceeaşi metodă a fost aplicată şi la sinteza unei tripeptidamide, şi anume Z-Ala-
Phe-Leu-NH2, dar conversia nu a fost menţionată. În toate cazurile a fost observată 
formarea unei cantităţi mici (3-8%) de produs secundar de hidroliză. Reacţia a fost 
regio- şi enantioselectivă. Utilizarea unui pH alcalin este nefavorabilă în sinteza 
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peptidelor în fază lichidă, deoarece pot avea loc reacţii în lanţ în funcţie de secvenţa 
existentă.  

Lipazele au fost de asemenea utilizate în reacţiile de amidare ale aminoacizilor 
şi ale unor acizi organici. Hacking şi colaboratorii [121], precum şi Wegman şi 
colaboratorii [122], au descris sinteza D-fenilglicinamidei utilizând Novozyme 435, 
lipaza imobilizată din Candida antarctica B (Cal-B), cu carbamat de amoniu sau 
amoniac (sursă nucleofilă de amoniac). Randamentele au variat între 17 şi 70%, în 
funcţie de lungimea lanţului alchil al esterului şi de condiţiile de reacţie.  

Metoda chemo-enzimatică de sinteză a arilamidelor C-terminale ale 
aminoacizilor şi peptidelor a fost descrisă de Nuijens şi colaboratorii [123] folosind 
preparatul enzimatic comercial alcalază (Figura 1.20). În condiţii aproape anhidre, 
se pot obţine arilamide ale aminoacizilor sau peptidelor protejate la gruparea N-
terminală (N-Cbz, N-benzioxicarbonil) pornind de la acizii sau esterii (metil sau 
benzil) corespunzători. Randamentele obţinute au fost cuprinse între 50 şi 95%, în 
funcţie de dimensiunea substituentului aril. Reacţia a avut loc cu selectivitate 
ridicată chiar şi în prezenţa grupelor funcţionale (β/γ-carboxil, hidroxil şi grupări 
guanidinice) din catenele laterale. În plus, folosirea proteazei cisteinice papaina şi a 
lipazei Cal-B, a dus la obţinerea anilidelor cu randamente ridicate.  
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Figura 1.20. Schema de sinteză a arilamidelor peptidelor catalizată de alcalase-CLEA 

 
Recent, Boeriu şi colaboratorii au descris o nouă metodă eficientă de sinteză a 

amidelor peptidelor C-terminale prin amonoliza esterilor metilici corespunzători 
folosind carbamat de amoniu şi subtilizina A din Bacillus licheniformis, în mediu de 
solvent organic polar, cu un conţinut redus de apă (Figura 1.21). Condiţiile optime 
pentru sinteza Z-Ala-Phe-NH2 au fost: temperatura 30ºC, compoziţia solventului 
ButOH/DMF, 82,5:17,5 (% vol), conţinutul de apă 0,2% (% vol) şi raportul 
carbamat de amoniu/Z-Ala-Phe-OMe 10:1. Randamentul maxim de produs (87%) a 
fost obţinut după 21 de ore de reacţie [116]. 
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Figura 1.21. Schema de sinteză a Z-Ala-Phe-NH2 catalizată de subtilizina A 

 
Importanţa amidelor C-terminale în bioactivitate 
 

Activitatea biologică a amidelor C-terminale este determinată de raportul 
dintre intensitatea relativă de acţiune a amidei peptidei şi intensitatea relativă a 
peptidei libere corespunzătoare. Pentru cele mai cunoscute peptide amidate obţinute 
in vivo, respectiv in vitro, acest parametru este prezentat în tabelele 1.8 şi 1.9. 
  
Tabelul 1.8. Activitatea biologică a peptidelor amidate obţinute in vivo 
 
Peptida Sursa Numărul de 

aminoacizi 
Aminoacidul 
C-terminal 

Activitate 

Neurokinina Mamifere 10 Met-NH2 >10000 
Alatostatina Gândaci de 

bucătărie 
13 Leu-NH2 >10000 

TRH Porcine, ovine 3 Pro-NH2 4400 
Calcitonina Om 32 Pro-NH2 1670 
CRF Ovine 41 Ala-NH2    1000 
Gastrina I Om 17 Phe-NH2 >500 
Oxitocina Mamifere 9 Gly-NH2 130-2500 
Calcitonina Porcine 32 Pro-NH2  33 

 
Amidarea in vitro a precursorului glicină este cea mai convenabilă metodă 

pentru producerea peptidelor mai lungi şi a peptidelor scurte conţinând secvenţe de 
aminoacizi care prezintă dificultăţi în sinteză, scindare sau deprotecţie [115].   
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Tabelul 1.9. Activitatea biologică a peptidelor amidate obţinute in vitro 
 
Peptida Sursa Numărul de 

aminoacizi 
Aminoacidul 
C-terminal 

Activitate 

Morficeptina Bovine 4 Pro-OH 6,6 
ATCH (1-17) Om 17 Met-OH 6,3 
[Met] Encefalina Om 5 Met-OH 3,0 
PTH (1-34) Bovine 34 Phe-OH 2,6 
γ-Endorfina Om 17 Leu-OH 2,2 
α-Endorfina Om 16 Thr-OH 2,0 
Megainina 2 Broască 23 Ser-OH 2,0 
Cecropina P1 Porcine 31 Arg-OH 0,7-2,9 

 
Datele prezentate în aceste tabele sprijină ferm ipoteza că amidarea la 

carbonul C-terminal este necesară pentru exprimarea activităţii biologice totale. 
 
1.7.2. Deprotecţia enzimatică a carboxilului terminal  
 

În ultimii ani a crescut forte mult interesul pentru dezvoltarea metodelor 
enzimatice în sinteza peptidelor. Este cunoscut faptul că enzimele au capacitatea de 
a scinda anumite grupări protectoare, deci pot fi utilizate în deprotecţia peptidelor. 
De exemplu, grupările esterice C-terminale ale peptidelor pot fi hidrolizate de către 
lipaze, esteraze şi proteaze. Dintre acestea, lipazele şi esterazele sunt considerate a 
fi favorabile în sinteza peptidelor, în timp ce proteazele prezintă dezavantajul 
capacităţii de hidroliză a legăturilor peptidice (activitate endopeptidazică).  

În sinteza convergentă a peptidelor toate fragmentele C-terminale trebuie să 
fie protejate cu o funcţiune care poate fi deprotejată selectiv în timpul sintezei. 
Fragmentul C-terminal trebuie să fie stabil în condiţiile sintezei peptidei şi de 
asemenea în condiţiile deprotecţiei temporare a grupării N-terminale, care se repetă 
la fiecare ciclu al sintezei. Mai mult, gruparea protectoare N-terminală şi cele 
corespunzătoare catenelor laterale trebuie să rămână neafectate atunci când 
gruparea esterică C-terminală este îndepărtată. Datorită stabilităţii ridicate, 
uşurinţei de introducere şi disponibilităţii comerciale, esterii terţ-butilici sunt 
preferaţi. 

Câţiva ani în urmă, s-a descoperit că anumite lipaze şi esteraze care deţin în 
structura lor secvenţa de aminoacizi GGG(A)X (G-glicină, X-aminoacid oarecare; în 
cazul unor enzime, aminoacidul glicină este înlocuit cu alanina, A) prezintă activitate 
în deprotecţia selectivă a esterilor terţ-butilici ai aminoacizilor şi compuşilor înrudiţi. 
p-nitrobenzil esteraza din Bacillul subtillis produsă de bacteria E. coli (BsubpNBE) şi 
lipaza A din Candida antarctica (CaL-A) s-au dovedit a fi cele mai eficiente în reacţia 
de hidroliza a esterilor tert-butilici ai aminoacizilor (de exemplu, Boc-Tyr-OtBu, Z-
GABA-OtBu, Fmoc-GABA-OtBu) [124]. Aceste enzime nu au fost testate în reacţia de 
hidroliză a esterilor terţ-butilici ai peptidelor, cu excepţia unei dipeptide pentru care 
acestea nu au prezentat activitate. În general, peptidele protejate se dizolvă în 
solvenţi organici polari (de exemplu, DMF, diclormetan, metanol, acetonitril). 

În ciuda faptului că proteazele sunt mai puţin preferate în deprotecţia 
peptidelor, thermitaza, o serin-protează din Thermoactinomyces vulgaris, a dovedit 
a avea specificitate ridicată pentru hidroliza esterilor metilici, etilici, benzilici, 
metoxibenzilici- şi terţ-butilici ai di- şi oligopeptidelor N-protejate la pH 8,0, 55°C, 
10-60% solvent organic [125, 126, 127]. Acesta protează a fost de asemenea 
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utilizată în deprotecţia esterilor terţ-butilici C-terminali ai glicopeptidelor (Figura 
1.22) [128]. 
   

O
HO

HO
AcHN

Teoc-Ser-Ala-OtBu
OH

thermitaza
pH 7,5; 45°C
20% DMF, 86%  

 
Figura 1.22. Deprotecţia selectivă a esterilor terţ-butilici ai glicopeptidelor catalizată de 

proteaza thermitază  
 

Subtilizina, protează din Bacillus licheniformis, a fost utilizată cu succes 
pentru deprotecţia selectivă a 25 de dipeptide cu structura generală Z-Val-X-OtBu, 
unde X a fost un aminoacid natural, cu sau fără catenă laterală protejată (Figura 
1.23) [8]. 
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Figura 1.23. Hidroliza selectivă a dipeptidelor model având structura generală Z-Val-X-OtBu 
 

Optimizarea ulterioară a procesului a condus la obţinerea conversiei totale în 
cazul anumitor substraturi, în 50% DMF, 0,1 M tampon fosfat de pH 7,0 şi 
temperatura de 40°C. Prezenţa substituenţilor voluminoşi la carbonul din poziţia α a 
aminoacidului X a determinat scăderea concentraţiei de produs obţinut.    

Deoarece proteazele sunt capabile să scindeze legăturile peptidice, pentru a 
identifica fragmentele susceptibile scindării, reactivitatea tetrapetidelor cu formula 
generală Z-Val-Val-X-Leu-OtBu a fost investigată. S-a observat că activitatea 
endopeptidazică depinde de aminoacidul din poziţia P2, Gln, Leu, Met, Lys(Boc), 
Trp(Boc), Tyr(tBu), Ala, fiind cei mai reactivi [8].  
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1.8. Imobilizarea enzimelor 
 

Enzimele şi celulele întregi sunt catalizatori ce prezintă proprietăţi excelente, 
capabile să catalizeze majoritatea proceselor chimice complexe în diferite condiţii 
experimentale. Cu toate acestea, utilizarea industrială a enzimelor este destul de 
limitată datorită instabilităţii termice şi chimice, dificultăţii de a fi recuperate din 
mediul de reacţie, costului ridicat al biocatalizatorului, etc [129].  

Aceste dezavantaje pot fi eliminate prin imobilizarea enzimelor. Metodele de 
imobilizare pe un suport solid (silice, aluminiu, sticlă, agaroză sau celuloză) prezintă 
avantajele fixării moleculelor de enzimă în interiorul suportului, ceea ce reduce 
pierderea activităţii catalitice determinată de procesul de autoliză şi îmbunătăţeşte 
stabilitatea termică şi operaţională a enzimelor [130].  

Principalele avantaje ale enzimelor imobilizate în raport cu cele solubile sunt 
următoarele: 

 
 toxicitate scăzută; 
 costuri scăzute; 
 activitate şi selectivitate ridicată; 
 stabilitate din punct de vedere chimic şi termic în condiţiile de proces şi de 

păstrare; 
 insolubilitate în mediul de reacţie; 
 stabilitate mecanică; 
 rezistenţă la atacurile microbiene; 
 posibilitate de reutilizare. 

 
În funcţie de proprietăţile enzimelor, cum ar fi, dimensiunea, reactivitatea 

chimică a grupelor funcţionale, grupările ionice şi domeniile hidrofobe, există diferite 
forme de imobilizare a enzimelor: 

 
 legare necovalentă (adsorbţie); 
 legare covalentă şi înreţelare (cross-linking); 
 entrapare [131]. 

 
Studiile recente au demonstrat că, prin combinarea raţională a diferitelor 

metode de imobilizare se pot elimina anumite dezavantaje, care nu pot fi excluse 
folosind metoda individuală.  

 
1.8.1. Imobilizarea prin entrapare  
 

Pe lângă reutilizarea enzimei, tehnicile de imobilizare oferă, în plus, avantaje 
cum sunt separarea produsului şi operarea în sistem continuu. În cazul obţinerii cu 
succes al unui biocatalizator care să prezinte proprietăţi superioare, suportul de 
imobilizare este considerat cea mai importantă componentă [3]. 

Tehnica entrapării este una dintre cele mai simple metode de imobilizare a 
enzimelor şi celulelor întregi, fiind a treia metodă descoperită după imobilizarea prin 
legare covalentă şi adsorbţie. Prin entrapare se înţelege procesul prin care enzima 
este încorporată într-o matrice formată prin procedee fizice sau chimice, cum ar fi 
înreţelarea sau gelifierea. În general, reţeaua de entrapare este formată în timpul 
procesului de imobilizare. Moleculele de enzimă pot fi încorporate fizic sau covalent 
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în matricea de imobilizare, prin urmare entraparea se poate clasifica în: entrapare 
covalentă şi entrapare chimică [132]. În timpul procesului de imobilizare, structura 
moleculei de enzimă este păstrată aproape nemodificată, de aceea această metodă 
este considerată una dintre cele mai eficiente.  
 
1.8.1.1. Activitatea enzimelor entrapate 
 

Retenţia activităţii enzimelor imobilizate reprezintă de obicei raportul dintre 
activitatea specifică a enzimei imobilizate (U/mg proteină imobilizată) şi activitatea 
specifică a enzimei libere (U/mg proteină). De multe ori nu se reuşeşte prezicerea 
comportamentului catalitic al enzimelor imobilizate în medii neconvenţionale 
(solvenţi organici), deoarece activitatea măsurată în mediu apos nu se corelează cu 
activitatea în solvenţi organici [132]. De aceea, activitatea reţinută se referă strict la 
activitatea măsurată în medii de reacţie apoase. Activitatea enzimelor imobilizate 
prin entrapare este dependentă de mai mulţi factori: natura matricei de sol-gel, 
dimensiunea particulelor, încărcarea cu enzimă, aditivi, metoda şi condiţiile de 
imobilizare.   
 
 
Efectul încărcării cu enzimă asupra activităţii 

Activitatea enzimelor imobilizate în matrici polimerice depinde de limitările de 
difuziune. De exemplu, influenţa încărcării cu enzimă asupra activităţii a fost 
observată pentru lipaza din Candida rugosa (CrL) entrapată în sol-gel [133]. Profilul 
de activitate al lipazei CrL entrapate în matrici de ENTP 4000 a fost complet diferit 
de cel al lipazei imobilizate prin adsorbţie sau legare covalentă, deoarece activitatea 
enzimei este liniar dependentă cu cantitatea de enzimă adăugată la imobilizare 
[134]. Activitatea aceleiaşi enzime imobilizate în matrici de PVA [135], precum şi 
activitatea subtilizinei Carlsberg entrapată în matrici de silice [64] au fost de 
asemenea puternic influenţate de cantitatea de enzimă entrapată.   

 
Influenţa naturii suportului de imobilizare asupra activităţii 

Suporturile de imobilizare se clasifică în patru grupe: suporturi hidrofobe, 
hidrofile, încărcate electric sau neutre. Cu toate acestea, dependenţa activităţii 
enzimatice de hidrofilicitatea substratului diferă de la o enzimă la alta. Activitatea 
colesteroloxidazei imobilizate în geluri de poliacrilamidă a fost de patru ori mai mare 
decât în geluri de alginat. Deoarece gelul de poliacrilamidă este neutru, iar cel de 
alginat este încărcat negativ, s-a ajuns la concluzia că hidrofobicitatea gelului sau 
interacţiunile electrostatice pot fi cruciale pentru activitate [132]. β-glucozidaza 
imobilizată în alginat de calciu (3% alginat, 0,2 M CaCl2) a reţinut 66% din 
activitatea enzimei native, în timp ce activitatea în gel de poliacrilamidă (20% 
acrilamidă şi 1,2% bis-acrilamidă) a fost de 55% [136]. Mai mult, constanta 
Michaelis-Menten (Km) a β-glucozidazei imobilizate în gel de poliacrilamidă a avut 
aproximativ aceeaşi valoare cu cea a enzimei libere, sugerând că suportul de 
imobilizare este neutru şi că limitările difuzionale sunt minime [137]. În cazuri 
speciale, valoarea activităţii reţinute a enzimei imobilizate poate depăşi 100% 
datorită efectului de activare a enzimelor (lipaze) la interfaţă [138]. 
   
Controlul difuziunii asupra activităţii 

În cazul enzimelor entrapate în matrici de sol-gel apar constrângerile legate 
de difuziune. Activitatea regăsită după imobilizare este dependentă de dimensiunea 
particulelor, porozitate şi dimensiunea porilor. De obicei, valoarea acesteia scade 
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după imobilizare datorită limitărilor difuzionale. Activitatea regăsită după 
imobilizarea în sol-gel a lipazei din Candida rugosa a fost de 10-20%. Cu toate 
acestea, enantioselectivitatea enzimei imobilizate a fost mai mare decât în cazul 
enzimei native în reacţia de sinteză a esterului (S)-ibuprofenului pornind de la 
amestecul racemic de ibuprofen şi izooctan. Stabilitatea lipazei a fost de asemenea 
îmbunătăţită după imobilizare. Printre strategiile abordate în vederea minimizării 
constrângerilor de difuziune se numără tehnica folosirii unor aditivi inerţi la 
imobilizare (de exemplu, zaharuri, surfactanţi sau PEG) [132].   
  
Influenţa aditivilor folosiţi la imobilizare asupra activităţii 

Ca şi în cazul altor tehnici de imobilizare, activitatea enzimelor entrapate este 
influenţată de aditivii adăugaţi în timpul procesului de imobilizare [139, 140]. 
Aceştia au următoarele funcţii: 

 atenuarea constrângerilor de difuziune; 
 creşterea porozităţii; 
 creşterea sau diminuarea activităţii; 
 modificarea conformaţiei enzimei [141]. 

 
Unii aditivi ar putea îmbunătăţi coeficientul de difuziune, prin obţinerea unei 

structuri foarte poroase aşa cum s-a demonstrat la imobilizarea ureazei în matrici 
derivate de metacrilat de 2-hidroxietil şi/sau N-vinil-2-pirolidonă [142]. Se pot folosi 
ca aditivi următorii compuşi: eteri, polizaharide, PEG, surfactanţi, săruri de metale 
[143]. 

 
1.8.1.2. Stabilitatea enzimelor entrapate 
 

Majoritatea enzimelor entrapate sunt mai stabile decât cele adsorbite pe un 
suport solid sau legate covalent de un suport de imobilizare. De exemplu, 
glucozamida adsorbită pe suporturi neporoase de polietilenimină a fost mai puţin 
stabilă decât enzima nativă, în timp ce entrapată în matrici polimerice obţinute prin 
fenomenul de polarizare, s-a dovedit a fi mult mai stabilă [132]. Un alt exemplu, 
pronaza şi chimotripsina covalent ataşate de filme de polidimetilsiloxan (PDMS) au 
fost mai puţin stabile decât enzimele entrapate [144]. Raviyan ş.a. au demonstrat 
că prin entraparea α-amilazei în gel de poliacrilamidă, stabilitatea termică a crescut 
de 5 ori la 60ºC [145]. De asemenea, timpul de înjumătăţire al lipazei imobilizate în 
sol-gel a fost de 51 de ori mai mare decât al enzimei native [146]. Aceste exemple 
demonstrează că ar putea exista un mecanism comun de stabilizare al enzimei prin 
tehnica de entrapare în sol-gel. 
 
Influenţa naturii suportului de imobilizare asupra stabilităţii 

Stabilitatea termică şi operaţională a enzimelor este dependentă de 
proprietăţile monomerilor şi matricei de imobilizare [147]. Metodele folosite pentru 
obţinerea unor preparate enzimatice stabile se pot clasifica în următoarele grupe: 

 
 intensificarea efectelor de limitare folosind tehnica sol-gel; 
 entrapare-stabilizare; 
 tehnica de imobilizare dublă; 
 entrapare-înreţelere (cross-linking). 
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Prin entraparea biomoleculelor în sol-gel, limitarea maximă poate fi obţinută 
datorită contracţiei gelului (dimensiunea porilor scade de la 20 nm la 2-5 nm) în 
timpul maturării acestuia. De aceea degradarea structurii terţiare poate fi mult mai 
redusă. Stabilizarea prin entrapare se bazează pe faptul că enzima stabilizată, de 
exemplu prin modificare chimică, poate fi supusă apoi imobilizării prin tehnici de 
entrapare corespunzătoare. S-a demonstrat că stabilitatea şi proprietăţile tirozinazei 
(din ciuperci) entrapate în geluri de alginat şi poliacrilamidă sunt dependente de 
natura matricei de imobilizare [132]. 
 
Dependenţa stabilităţii de structura enzimei 

Efectul stabilizator al metodei de imobilizare este dictat în cele din urmă de 
orice schimbare în structura enzimei. În cazul în care structura enzimei se modifică 
în timpul procesului de imobilizare, stabilitatea se poate îmbunătăţi.     
 
1.8.1.3. Selectivitatea enzimelor entrapate 
 

Ca şi în cazul celorlalte metode de imobilizare, entraparea fizică este în 
măsură să afecteze selectivitatea enzimelor, fără modificarea chimică a acestora. 
Aceasta sugerează că enantioselectivitatea nu este determinată doar de secvenţa 
aminoacizilor, ci şi de mediul de imobilizare (care poate fi modificat prin adăugarea 
aditivilor sau suporturilor de imobilizare). Prin urmare, îmbunătăţirea 
enantioselectivităţii enzimei entrapate ar putea fi atractivă datorită simplităţii şi 
aplicabilităţii universale. În general, îmbunătăţirea selectivităţii enzimei poate fi 
influenţată de: 

 
 mediu; 
 limitările difuzionale; 
 modificarea conformaţională [132].  

 
Influenţa suportului de imobilizare  asupra selectivităţii 

Suportul de imobilizare este strâns legat de conformaţia enzimei. Astfel, 2-
manozidaza imobilizată în gel de alginat de sodiu a avut un spectru diferit 
comparativ cu enzima nativă [148]. În mod asemănător, selectivitatea glucoamilazei 
entrapate a fost diferită faţă de enzima adsorbită pe un suport solid, probabil 
datorită limitărilor difuzionale [149]. De asemenea, enantioselectivitatea lipazei din 
Rhizopus miehei a fost îmbunătăţită prin entrapare în sol-gel [150]. S-a demonstrat 
de asemenea, că aditivii sau eterii adăugaţi la imobilizare influenţează 
enantioselectivitatea enzimelor entrapate [151]. 
 
Influenţa naturii suportului solid asupra selectivităţii 

Furukawa şi colaboratorii au demonstrat că lipaza imobilizată în matrici de sol-
gel derivate din dimetildimetoxisilan (DMDMOS) şi tetrametoxisilan (TMOS) şi apoi 
adsorbită pe Celite 545 a fost de până la 10 ori mai eficientă decât cea doar 
adsorbită pe Celite. Enantioselectivitatea a fost îmbunătăţită cu creşterea lanţului 
alchil, sugerând că natura silanului precursor poate determina modificarea 
conformaţională a enzimei [152]. 
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1.8.2. Tehnica de imobilizare a enzimelor în sol-gel  
 

În ultimul deceniu, încapsularea enzimelor în interiorul reţelelor anorganice de 
sol-gel a devenit o metodă generică de obţinere a biocatalizatorilor eficienţi, uşor de 
reciclat, datorită simplităţii şi stabilizării structurii terţiare a proteinelor prin 
formarea reţelei rigide de sol-gel [153, 154]. Astfel, sol-gelurile reprezintă o nouă 
clasă de materiale care s-au dovedit a fi potrivite pentru imobilizarea enzimelor şi a 
altor biomolecule. Ele pot fi împărţite în două clase, în funcţie de natura 
precursorilor: precursori anorganici şi precursori alcoxidici. Precursorii folosiţi la 
entraparea enzimelor în sol-gel sunt în general notaţi cu (RO)4Si. Calea alcoxidică 
este importantă pentru materialele utilizate la imobilizare şi implică transformarea 
acestor precursori într-un polimer anorganic reticulat. Precursorii alcoxidici pot fi: 
tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani, trialcoxisilani funcţionali, alcoximetalaţi.  
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Procesul de formare a solului are loc la temperatură scăzută, implicând 

hidroliza şi policondensarea silanilor precursori (Figura 1.24). 
 

 

 
Figura 1.24. Procesul de obţinere a xerogelului 

 
Materialele ceramice obţinute sunt non-toxice, compatibile din punct de 

vedere biologic şi nu se dilată în soluţie apoasă sau solvenţi organici, prevenind 
pierderea biomoleculei entrapate [155, 156, 157]. Comparativ cu alte metode de 
imobilizare, tehnica de entrapare în sol-gel prezintă mai multe avantaje: 

 
• imobilizarea unei cantităţi mari de enzimă; 
• stabilitatea termică şi chimică; 
• procedeul de obţinere este simplu, neimplicând modificări covalente în 

structura enzimei care ar putea determina inactivarea enzimei; 
• flexibilitatea controlului dimensiunii şi geometriei porilor. 
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Biomoleculele entrapate în sol-gel, prezintă de obicei stabilitate operaţională 
ridicată şi rezistenţă la denaturarea termică şi chimică. Această tehnică a fost 
aplicată pentru a imobiliza biomolecule diferite (proteine, enzime, anticorpi) folosind 
tetraalcoxisilanii (tetrametoxisilan, TMOS sau tetraetoxisilan, TEOS) ca precursori 
[4]. Stabilitatea preparatelor enzimatice este dependentă de concentraţia de 
enzimă, pH, tăria ionică şi de alte condiţii de imobilizare [158]. 

Sol-gelurile de siliciu sunt materiale extrem de poroase, uşor de obţinut şi de 
modificat. Matricea de sol-gel formată este un material inert chimic din sticlă, 
putând fi proiectată pentru a prezenta stabilitate mecanică şi termică. În prima 
etapă a procesului de imobilizare, are loc hidroliza parţială sau completă a 
precursorului corespunzător (de exemplu, metiltrimetoxisilan) într-un solvent 
organic, de exemplu alcooli, pentru a forma un sol apos. Reacţia de hidroliză poate 
avea loc în cataliză acidă, bazică sau nucleofilă. Hidroliza este apoi urmată de reacţii 
de condensare, formându-se solul, care este un amestec de monomeri parţial 
hidrolizaţi şi condensaţi. Precursorul hidrolizat este apoi amestecat cu soluţia de 
enzimă, alături de catalizatori, aditivi pentru controlul uscării, agenţi de modelare, 
necesari pentru modificarea proprietăţilor materialului finit. În continuare, prin 
condensarea monomerilor are loc formarea gelului, în care porii sunt umpluţi cu apă. 
Acest gel umed poate fi uscat prin procesul de evaporare al apei şi alcoolului rezultat 
în urma hidrolizei precursorilor monomeri. În aceste condiţii, forţele capilare vor 
provoca micşorarea semnificativă a sol-gelului, pierzându-se o parte din structura 
sa. Gelul uscat obţinut se numeşte xerogel (Figura 1.25). Deoarece, după maturare, 
dimensiunile porilor de gel sunt, de obicei, între 2-20 nm, materialele sunt 
clasificate ca materiale mezoporoase. 
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Figura 1.25. Schema de sinteză a matricei de sol-gel 
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În cazul în care la imobilizare se foloseşte un alchiltrialcoxisilan (de exemplu, 

metiltrimetoxisilan) gelul obţinut va avea o suprafaţă hidrofobă. Prin modificarea 
suprafeţei, acesta va putea fi folosit fie ca suport hidrofil formând legături de 
hidrogen cu enzima, fie ca suport hidrofob [159].  

Pentru creşterea randamentului de regăsire al activităţii, este necesară 
folosirea aditivilor, cum ar fi PEG, zaharuri, surfactanţi pentru a modula dimensiunea 
porilor şi a creşte permeabilitatea substratului prin pori şi accesibilitatea enzimei 
[160]. Cu toate acestea, exprimarea activităţii enzimatice este dictată de mai mulţi 
factori, de exemplu, natura precursorilor [151], aditivii folosiţi la imobilizare, 
procesul de uscare [161] şi proprietăţile substratului [162]. 

Principalul dezavantaj al metodei sol-gel este că nu toate moleculele de 
enzimă entrapate sunt catalitic active [163]. Unele dintre acestea, aflate în interiorul 
matricei de sol-gel, ar putea fi inactivate în timpul procesului de entrapare sau pot fi 
fizic inaccesibile moleculelor de substrat, în ciuda structurilor lor native (Figura 
1.26).  

 
Figura 1.26. Accesibilitatea moleculară a enzimelor entrapate în matricea sol-gel [132] 

 
Pentru a se putea realiza imobilizarea biomoleculelor prin procesul sol-gel este 

nevoie de îndeplinirea următoarelor cerinţe generale: 
 
 Metoda trebuie să fie aplicabilă soluţiilor apoase, deoarece acestea sunt 

necesare pentru menţinerea funcţiei biologice a biomoleculelor. 
 Reacţia de polimerizare trebuie să fie compatibilă cu domeniile de pH şi cele 

de tărie ionică necesare pentru funcţionarea proteinei (pH 4-10, tărie ionică 
0,01-1,00M). 

 Procesul trebuie să aibă loc la temperatura apropiată de temperatura 
camerei pentru a menţine conformaţia nativă a proteinelor. 

 Materialele trebuie să aibă dimensiunea porilor suficient de mică pentru a 
preveni antrenarea moleculelor în soluţie, dar destul de mare pentru a 
permite compuşilor cu molecule mai mici să pătrundă în interiorul matricei 
cu uşurinţă. 

Enzimă activă 

Enzimă inaccesibilă 

Enzimă inactivă 

Substrat
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 Proprietăţile materialului ar trebui să permită modificarea mediului intern 
pentru a favoriza activitatea biomoleculelor entrapate. 

 În cazul în care este folosit drept componentă a unui biosenzor, materialul 
final trebuie să fie transparent din punct de vedere optic sau conducător de 
electricitate, pentru a permite măsurători spectroscopice sau electrochimice. 

 Fabricarea materialului trebuie să fie simplă, directă şi reproductibilă 
permiţând obţinerea unei varietăţi de forme ce includ sticlă groasă, filme 
subţiri, fibre, pudră, etc. [17]. 

 
Obţinerea performanţelor ridicate ale enzimelor imobilizate (activitate, 

stabilitate şi selectivitate), necesită selectarea precursorilor corespunzători şi 
optimizarea raportului molar al acestora. Disponibilitatea precursorilor cu diferite 
proprietăţi chimice (hidrofili sau hidrofobi, încărcaţi pozitiv sau negativ, activi sau 
inerţi) este principalul mijloc de îmbunătăţire al proprietăţilor enzimatice. De 
asemenea, cercetătorii au demonstrat că aditivii folosiţi la imobilizare joacă un rol 
foarte important în creşterea performanţelor catalitice ale enzimelor. De exemplu, 
1,3-d-glucanaza imobilizată în matrici derivate de tetrakis(2-hidroxietil)ortosilicat 
(THEOS) nu şi-a pierdut activitatea, în timp ce activitatea α-D-galactozidazei a fost 
dependentă de natura polizaharidei folosite ca aditiv [140]. 

În funcţie de metoda selectată, matricea de sol-gel are un efect substanţial 
asupra performanţelor enzimelor imobilizate, de exemplu, asupra activităţii, 
selectivităţii şi stabilităţii. Astfel, este esenţială selectarea metodei adecvate, în 
conformitate cu particularităţile şi aplicaţiile fiecărei enzime. 
 
1.8.3. Aplicaţiile enzimelor imobilizate în procesele continue 
 

Enzimele imobilizate pot funcţiona atât în sistem continuu, cât şi discontinuu. 
În procesele discontinue, enzima este recuperată pentru a fi utilizată în şarjele 
ulterioare, până în momentul în care se inactivează şi necesită înlocuirea. În 
consecinţă, productivitatea specifică (masa de produs/masa de biocatalizator · 
timpul de operare) creşte, iar bioreactorul este proiectat pentru a satisface nevoile 
unui anumit proces. Funcţionarea în sistem continuu a enzimelor este strict legată 
de imobilizarea acestora, deoarece stabilitatea trebuie să fie ridicată în acest 
context. Mai multe configuraţii de reactoare au fost propuse şi folosite pentru 
efectuarea proceselor catalizate enzimatic (Figura 1.27) 
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Figura 1.27. Diferite configuraţii ale reactoarelor cu enzime imobilizate: a: discontinuu; b: 
discontinuu cu recirculare; c: cu agitare şi ultrafiltrare; d: continuu cu agitare; e: continuu în 

strat fix de biocatalizator; f: continuu în strat fluidizat [15] 
 
Cele mai utilizate reactoare sunt cele în strat fix de biocatalizator (packed-bed 

reactors, PBR) în care enzima imobilizată este fixată în interiorul unui reactor, iar  
soluţia de substrat este trecută peste acesta şi reactoarele cu agitare, în care 
enzima este reţinută în interiorul acestora sau recuperată prin filtrare sau 
centrifugare şi reutilizată. O alternativă este reactorul în strat fluidizat, în care 
particulele de enzima sunt reţinute prin echilibrul hidrodinamic dintre forţa 
gravitaţională şi forţele produse de debitul soluţiei de substrat.   

Funcţionarea reactoarelor în strat fix este continuă, cu un debit constant de 
alimentare. Reactorul poate fi alimentat de jos în sus. La scară de laborator este de 
preferat această metodă, deoarece este mai simplu să se menţină nivelul de lichid 
deasupra stratului de biocatalizator, evitându-se în acest fel compactarea. La scară 
industrială, este frecvent utilizată alimentarea de sus în jos, deoarece se reduce 
necesarul de energie pentru pompare. În acest caz, compactarea stratului de 
enzimă poate fi controlată prin schimbarea periodică a debitului, care mai are ca 
scop curăţarea biocatalizatorului [15]. 

Gea şi colaboratorii au realizat hidroliza enzimatică totală în sistem continuu a 
cazeinei folosind endo- şi exopeptidaze imobilizate pe suporturi de chitină. Dintre 
enzimele testate, proteaza din Aspergillus oryzae s-a dovedit a fi cea mai eficientă 
[164].  

Stabilitatea operaţională a subtilizinei Carlsberg imobilizată prin înreţelare 
(CLECs) a fost de asemenea studiată în sistem continuu şi discontinuu [66]. 

Producţia pe scară largă a monoacilglicerolilor a fost realizată în sistem 
continuu în strat fix folosind lipaza PS din Pseudomonas cepacia. Randamentul 
maxim a fost atins după 24 de ore de reacţie [165].  

Hidroliza inulinei a fost realizată cu succes în regim continuu folosind o 
exoinulinază covalent imobilizată pe Duolite A568. Reactorul în strat fix a funcţionat 
continuu timp de 75 de zile, timpul de înjumătăţire al acestuia fiind atins după 72 de 
zile la 55°C [166]. 
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1.9. Concluzii 

 
În ultimii ani s-a îndreptat atenţia asupra dezvoltării şi obţinerii unor noi 

procese şi produse ecologice cu impact redus asupra mediului înconjurător şi a 
sănătăţii umane, dar viabile din punct de vedere economic. Sinteza enzimatică a 
peptidelor cu efect terapeutic s-a dovedit într-o serie de procese o alternativă 
promiţătoare pentru industria farmaceutică. Astfel, biocataliza în medii 
neconvenţionale a extins spectrul aplicaţiilor proteazelor în acele reacţii care nu pot 
avea loc în medii apoase, şi anume sinteza peptidelor în schimbul hidrolizei 
acestora. Prin utilizarea peptidelor biologic active în industria medicamentelor se 
reduce astfel costul şi timpul de desfăşurare a studiilor de toxicitate necesare pe 
parcursul procesului, precum şi încercările clinice. Producţia la scară industrială este 
favorizată de folosirea enzimelor imobilizate, deoarece acestea oferă o serie de 
avantaje comparativ cu cele solubile: condiţii blânde de reacţie, reutilizarea 
biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei care ar putea determina formarea 
metaboliţilor secundari.  

Cercetările efectuate în cadrul tezei de doctorat au urmărit obţinerea de noi 
biocatalizatori pentru modificarea peptidelor la gruparea carboxil terminală. S-a pus 
accent pe imobilizarea alcalazei în matrici siliconice de sol-gel, optimizarea metodei 
de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obţinute şi optimizarea 
condiţiilor proceselor de hidroliză şi amidare ale grupării carboxilice C-terminale a 
peptidelor, în vederea obţinerii unei eficienţe catalitice maxime şi a unei selectivităţi 
ridicate. S-a studiat structura morfologică, iar enzima imobilizată a fost caracterizată 
prin determinarea activităţii catalitice, stabilităţii termice, operaţionale şi de 
condiţionare a enzimei. De asemenea, s-a studiat reproductibilitatea metodei de 
imobilizare, iar alcalaza imobilizată prin tehnica de sol-gel a fost standardizată 
pentru aplicaţii în sistemele continue.  

În capitolele următoare, sunt prezentate rezultatele originale obţinute pe 
parcursul derulării cercetărilor experimentale.  
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2. CONTRIBUŢII ORIGINALE 
 
 

La ora actuală, datorită creşterii gradului de conştientizare cu privire la 
importanţa reglementărilor şi siguranţei în domeniul sănătăţii, s-a solicitat căutarea 
intensivă a alternativelor de obţinere a peptidelor biologic active pe cale enzimatică. 
Producţia la scară industrială este însă favorizată de folosirea enzimelor imobilizate, 
deoarece acestea oferă o serie de avantaje comparativ cu cele solubile (de exemplu, 
condiţii blânde de reacţie, reutilizarea biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei, 
funcţionarea în sistem continuu, proces economic).   

În cazul aplicaţiilor industriale ale noilor procese enzimatice bazate pe 
modificarea grupării C-terminale a peptidelor este obligatorie o eficienţă catalitică 
ridicată a biocatalizatorului, care să fie stabil în condiţiile de proces şi să manifeste 
proprietăţi constante indiferent de lotul din care provine. Una din problemele care au 
fost întâlnite a fost variaţia largă a eficienţei catalitice a diferitelor şarje de alcalază 
imobilizată. Această reproductibilitate scăzută în calitatea enzimei imobilizate poate 
fi datorată variaţiei compoziţiei şi proprietăţilor diferitelor loturi de alcalază utilizate 
la imobilizare, precum şi reproductibilităţii şi controlului scăzut al imobilizării 
enzimelor prin înreţelare. În prezent, numărul de enzime imobilizate disponibile 
comercial este limitat la alcalaza-CLEA (furnizată de CLEA Technologies, Delft) şi 
alcalaza legată covalent de o matrice polimerică (furnizată de  ChiralVision, Leiden). 
Cea din urmă, nu a prezentat activitate ridicată în cazul transformărilor dorite. Din 
această cauză, este necesar studiul imobilizării alcalazei, descoperirea unui 
catalizator insolubil, robust şi eficient în aplicaţiile industriale ale sintezei peptidelor. 
Noul biocatalizator trebuie să prezinte următoarele proprietăţi: 

 
- eficienţă catalitică în cazul funcţionalizării grupării carboxilice C-terminale 

(de exemplu: amidare şi deprotecţie); 
- activitate catalitică şi stabilitate ridicată în medii neconvenţionale, aproape 

anhidre, particular în solvenţi organici hidrofili şi amestecuri ale acestora; 
- stabilitate termică ridicată; 
- proprietăţi constante în ceea ce priveşte activitatea catalitică, stabilitatea 

procesului şi compatibilitatea cu solvenţii hidrofili independent de lotul de 
provenienţă al enzimei, timpul de imobilizare, etc; 

- stabilitate operaţională ridicată; 
- stabilitate bună la depozitare; 
- specificitate largă de substrat. 
 
În plus, suportul folosit la imobilizare trebuie să fie inert chimic, stabil şi să 

aibă bune proprietăţi mecanice. Enzima imobilizată trebuie să poată fi îndepărtată 
uşor din amestecul de reacţie la sfârşitul acesteia şi reutilizată. 

Acesta este motivul pentru care teza de doctorat este consacrată obţinerii de 
noi preparate enzimatice stabile care să prezinte eficienţă ridicată în deprotejarea şi 
amidarea peptidelor C-terminale. Rezultatele sunt prezentate şi discutate în cele 5 
subcapitole cuprinse în partea de contribuţii originale. 

Caracterizarea enzimelor native folosite în acest studiu este prezentată în 
capitolul 2.1. Astfel, pentru determinarea purităţii preparatelor comerciale s-au 
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folosit diferite metode, respectiv electroforeza în gel de acrilamida şi cromatografia 
de excluziune sterică. Capitolul 2.2 prezintă studiul reacţiilor de deprotecţie selectivă 
a esterilor C-terminali ai peptidelor catalizate de alcalaza nativă, cât şi imobilizată. 
Comportarea enzimelor în prezenţa solventului organic (N,N-dimetilformamidă) a 
fost de asemenea studiată. În capitolul 2.3, biocatalizatorii obţinuţi prin imobilizare 
în sol-gel au fost testaţi în reacţia de amidare a dipeptidei protejate Z-Ala-Phe-OMe. 
Datorită stabilităţii ridicate, posibilitatea reutilizării enzimelor a dus la deschiderea 
unei noi direcţii, foarte interesante, aceea de a utiliza enzimele în procesele continue 
(capitolul 2.4). Astfel, la nivel industrial procesele ar deveni mult mai economice. 
Caracterizarea morfologică şi structurală a biocatalizatorilor a fost discutată în 
capitolul 2.5.  
 
2.1. Caracterizarea enzimelor native studiate 
 

Enzimele utilizate în studiile ulterioare sunt preparate comerciale produse de 
tulpina Bacillus licheniformis, principala proteină din compoziţia lor fiind subtilizina. 
Alcalaza 2.4L FG este un produs care respectă specificaţiile de puritate recomandate 
pentru enzimele utilizate în produsele alimentare. Activitatea acestei proteaze, 
obţinută prin fermentaţia submersă a microorganismului, este de 2,4 U/g. Cea de-a 
doua enzimă, alcalaza 2.5L DX, obţinută prin acelaşi proces de fermentaţie 
submersă prezintă o activitate de 2,5 U/g.     

Pentru a determina puritatea  enzimelor comerciale folosite în acest studiu am 
folosit diferite metode, respectiv electroforeza în gel de acrilamidă şi cromatografia 
de excluziune sterică. Rezultatele anterioare obţinute în cadrul grupului de cercetare 
au demonstrat o reproductibilitate scăzută în calitatea enzimei imobilizate prin 
legare covalentă în reacţia de amidare a peptidelor. Astfel, s-a pus întrebarea dacă 
acest comportament poate fi rezultatul variaţiei compoziţiei şi proprietăţilor 
diferitelor loturi de alcalază. Pentru a răspunde la această întrebare, s-a realizat 
analiza calitativă a proteinelor conţinute în preparatele enzimatice comerciale prin 
electroforeza în gel de acrilamidă.  

 
2.1.1. Electroforeza pe gel de poliacrilamidă 
 

Dezvoltarea tehnicilor de separare şi caracterizare a proteinelor din ultima 
jumătate a secolului XX-lea, a dus la posibilitatea de a investiga mai îndeaproape 
compoziţia diferitelor fracţiuni proteice ale unui extract provenit din ţesuturi 
animale, plante sau din culturi microbiene. Electroforeza în gel de poliacrilamidă 
este un procedeu care se foloseşte pentru a monitoriza complexitatea unui amestec 
de proteine, prin separarea proteinelor într-un gel de poliacrilamidă pe baza 
diferenţelor de sarcină sub influenţa câmpului electric. Gelul permite o separare 
completă, pe baza aceluiaşi principiu de separare utilizat în cromatografia cu schimb 
de ioni. Proteinele cu greutatea moleculară cea mai mică vor fi cele care vor migra 
cel mai repede în gelul de poliacrilamidă, datorită mobilităţii mai crescute prin pori.  

Utilizând geluri de poliacrilamidă pentru electroforeză în condiţii denaturante 
de tipul NuPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels furnizate de InvitrogenTM şi protocolul 
de colorare cu Coomassie Brilliant Blue, s-a obţinut aspectul general al fracţiunilor 
proteice din compoziţia proteazelor comerciale de tip alcalază (alcalaza 2,4L FG şi 
alcalaza 2,5L DX) produse de tulpina Bacillus licheniformis. Interpretarea 
rezultatelor s-a realizat prin simpla analiză a gelurilor şi notarea prezenţei sau 
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absenţei benzilor corespunzătoare diferitelor proteine conţinute în sistemul 
enzimatic testat (Figura 2.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Sunt vizibile pe gel câteva fracţiuni mai importante cantitativ, cum ar fi 

fracţiunea proteică de 55 kDa prezentă în ambele preparate comerciale şi fracţiunea 
cea mai intensă corespunzătoare subtlizinei A (29 kDa). Analiza comparativă a celor 
două enzime analizate evidenţiază că alcalaza 2,4L FG prezintă un număr mai mare 
de benzi cu mase moleculare cuprinse între 29 kDa şi 55 kDa, comparativ cu 
alcalaza 2,5L DX. Numărul mare de proteine cu mase moleculare sub 29 kDa poate 
fi rezultatul procesului de autoliză enzimatică [167]. 

Pentru a avea o analiză calitativă clară a proteinelor conţinute în preparatele 
enzimatice comerciale, precum şi eventualele variaţii în compoziţia acestora, s-a 
realizat electroforeza pe gel de poliacrilamidă (Figura 2.2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

62 kDa 

49 kDa 

38 kDa 

28 kDa 

17 kDa 

55 kDa

Subtilizina (29 kDa) 

        1     2   3      4

 
Figura 2.1. Aspectul fracţiunilor proteice separate prin SDS-PAGE din preparatele 
comerciale de alcalază (Bacillus licheniformis). Linia 1, marker conţinând proteine 

standard; linia 2, subtilizina A pură; linia 3, alcalaza 2,5L DX; linia 4, alcalaza 2,4L FG (lot 
nr. PLN05354) 
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Figura 2.2. Electroforeza pe gel de poliacrilamidă a loturilor de alcalază. Linia 1, marker 
conţinând proteinele standard; linia 2 şi 3, alcalaza 2,4L FG lot nr. PLN05354 (loturi identice 

provenite din experimente diferite); linia 4, alcalaza 2,4L FG lot nr. PLN05361 
 

Din Figura 2.2 se poate observa că loturile de alcalază prezintă o bandă largă 
la aproximativ 29 kDa care corespunde cu masa moleculară a subtilizinei. Nu se 
observă diferenţe în compoziţia acestora, ceea ce dezvăluie o bună reproductibilitate 
a compoziţiei proteice. 
 
2.1.2. Cromatografia de excluziune sterică 
 

Pentru o caracterizare mai detaliată a enzimelor am folosit în continuare 
cromatografia de excluziune sterică. Cromatografia de excluziune sterică denumită 
şi cromatografia de permeaţie prin gel (GPC) se bazează pe diferenţele de mărime şi 
structură ale biomoleculelor. Moleculele mici intră în porii matricei fiind reţinute în 
faza staţionară, în timp ce moleculele mari trec prin coloană cu viteze diferite în 
funcţie de greutatea moleculară şi structura lor. Pentru a determina masa 
moleculară a proteinelor, se folosesc proteine marker (în general proteine globulare) 
cu masa moleculară cunoscută. 

Cele două preparate enzimatice comerciale, alcalaza 2,4L FG şi alcalaza 2,5L 
DX, au fost caracterizate prin cromatografia de excluziune, iar profilul acestora a 
fost comparat cu cel al subtilizinei pure. Valorile maselor moleculare au fost 
estimate pe baza volumului de eluţie şi a curbei de etalonare a coloanei utilizând 
proteine standard cu MW în intervalul 13,7-232 kDa, conform metodei descrise în 
capitolul 3.2.4. 

Enzima pură prezintă în compoziţia sa două proteine principale, subtilizina A 
(M = 29 kDa) şi o proteină cu masă mai mică (M = 13,3 kDa). Componenta 
principală a celor trei enzime studiate este subtilizina (Figura 2.3). Atât în 
compoziţia subtilizinei, cât şi în cele două preparate de alcalză, se observă prezenţa 
unor proteine cu mase moleculare mici, eliberate probabil în urma autolizei enzimei. 
După cum se observă, profilul enzimatic al celor două preparate comerciale alcalaza 
2,4L FG şi alcalaza 2,5L DX este comparabil, însă nu este identic. Datorită 
concentraţiei foarte mici în amestec, proteinele cu masă moleculară mai mare de 29 

 1     2    3     4    

Subtilizină 
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kDa (prezente în gelul de electroforeză, Figura 2.1), nu sunt vizibile în 
cromatogramă (Figura 2.3).  
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Figura 2.3. Cromatograma preparatelor enzimatice studiate şi a enzimei pure (subtilizina A) 

 
Fracţiunile colectate în urma separării cromatografice au fost testate în reacţia 

de hidroliză a succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidei (SAAPF-pNA) determinată prin 
metoda spectrofotometrică. S-a urmărit astfel protocolul de la punctul 3.2.8. Masa 
moleculară a proteinelor componente a fost calculată pe baza dreptei de etalonare 
prezentată în capitolul 3.2.4. În cazul enzimei pure, fracţiunea cea mai activă a fost 
cea corespunzătoare subtilizinei (fracţiunea 23), aceasta fiind şi cea mai bogată în 
proteine (Tabelul 2.1). Profilul cromatografic al enzimei rezultat la separarea prin 
cromatografia de excluziune, precum şi activitatea fracţiunilor studiate sunt 
reprezentate în Figura 2.4a. Masa moleculară corespunzătoare picului cel mai activ 
este de 29 kDa. Cea de-a doua componentă importantă prezentă în structura 
subtilizinei, corespunzătoare unei mase moleculare de 13,3 kDa s-a dovedit mai  
puţin activă în reacţia studiată. Astfel, se poate concluziona că subtilizina nu este o 
enzimă pură din punct de vedere cromatografic, ci este îmbogăţită în componentă 
activă.  
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Tabelul 2.1. Activitatea fracţiunilor separate prin cromatografia de excluziune în 
cazul  subtilizinei pure 
 

Nr. 
fracţiune 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 

Activitate 
(µmol/s·ml) 0,150 0,185 0,199 0,219 0,167 0,061 0,084 0,048 0,025 0 

Conţinut 
de proteine 

(mg/ml) 
0,019 0,047 0,048 0,049 0,036 0,010 0,010 0,010 0,010 0,001 

 
Tabelul 2.2. Activitatea fracţiunilor separate prin cromatografia de excluziune în 
cazul alcalazei 2,4L FG 

 
Nr. 

fracţiune 23 24 25 28 29 30 31 34 35 

Activitate 
(µmol/s·ml) 0,006 0,090 0,177 0,185 0,181 0,183 0,131 0,044 0,056 

Conţinut de 
proteine 
(mg/ml) 

0 0,016 0,043 0,055 0,033 0,025 0,015 0 0,016 

 
Tabelul 2.3. Activitatea fracţiunilor separate prin cromatografia de excluziune în 
cazul alcalazei 2,5L DX 

 
Nr. fracţiune 23 24 25 27 28 29 30 31 35 

Activitate 
(µmol/s·ml) 0,024 0,055 0,157 0,291 0,189 0,267 0,196 0,140 0,037 

Conţinut de 
proteine 
(mg/ml) 

0 0,016 0,023 0,061 0,054 0,043 0,039 0,025 0,034 

 
În cazul preparatelor enzimatice comerciale (alcalază 2,4L FG şi alcalază 2,5L 

DX), activitatea catalitică maximă a fost obţinută pentru fracţiunea 28, respectiv 27 
acestea având şi cel mai ridicat conţinut de proteine (Tabelul 2.2 şi Tabelul 2.3). 
Profilul cromatografic al celor două enzime este comparabil, masa moleculară 
corespunzătoare picului cel mai activ fiind de 27,5 kDa, în cazul alcalazei 2,4L FG, 
respectiv 26,8 kDa în cazul alcalazei 2,5L DX. Proteina cu masa de aproximativ 12 
kDa, prezentă în ambele preparate enzimatice s-a dovedit mai puţin activă. Celelalte 
proteine, cu MW mai mică de 10 kDa s-au dovedit inactive (Figura 2.3b şi 2.3c).  
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Figura 2.4. Cromatogramele proteinelor conţinute în preparatele enzimatice studiate; 

activitatea fracţiunilor proteice separate; (a) subtilizina A; (b) alcalaza 2,4L FG; (c) alcalaza 
2,5L DX 

 
2.1.3. Concluzii parţiale 
 

S-a analizat puritatea proteazelor comerciale studiate prin tehnica 
electroforezei pe gel de poliacrilamidă şi a cromatografiei de excluziune sterică.  

Electroforeza efectuată în condiţii denaturante pe gel de poliacrilamidă relevă 
prezenţa unui număr mare de fracţiuni proteice în ambele preparate comerciale de 
alcalază, principala enzimă fiind subtilizina (29 kDa). Prin analiza rezultatelor 
obţinute se pot evidenţia asemănările şi deosebirile dintre diferitele produse 
comerciale conţinând alcalază.  

Nu au existat variaţii în compoziţia şi proprietăţile diferitelor loturi de alcalază. 
Profilul enzimatic al celor trei proteaze relevă prezenţa mai multor fracţiuni 

proteice cu masă moleculară cuprinsă între 29 şi 4 kDa proteina cea mai activă fiind 
corespunzătoare unei MW de 29 kDa în cazul subtilizinei, 27,5 kDa în cazul alcalazei 
2,4L FG, respectiv 26,8 kDa în cazul alcalazei 2,5L DX. Se poate concluziona astfel, 
că principala enzimă activă din preparatului enzimatic proteolitic este subtilizina. 
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BUPT



2.2 Studiul reacţiilor de hidroliză selectivă a peptidelor      67 

 
 
2.2. Studiul reacţiilor de hidroliză selectivă a peptidelor 
catalizate de alcalaza imobilizată 
 
2.2.1. Influenţa mediului de reacţie asupra eficienţei catalitice a 
alcalazei imobilizate  
 

Sinteza chimică a peptidelor se poate realiza fie prin metoda liniară, în care 
aminoacizii sunt asamblaţi unul câte unul, fie prin metoda convergentă. Cea de-a 
doua metodă este preferată pentru sinteza peptidelor mai lungi, deoarece 
randamentele sunt ridicate, iar fragmentele peptidice pot fi obţinute în paralel, 
reducându-se astfel timpul de sinteză. În sinteza chimică, toate fragmentele 
peptidice, cu excepţia celui C-terminal, trebuie să fie selectiv deprotejate la 
gruparea C-terminală. La scară industrială, este preferată sinteza peptidelor în fază 
solidă, deoarece combină atât avantajele sintezei în fază solidă, cât şi cele ale 
sintezei în fază lichidă. În cazul sintezei convergente, gruparea C-terminală trebuie 
să fie stabilă în condiţiile asamblării peptidei şi în condiţiile deprotecţiei temporare a 
grupării N-terminale, care se repetă la fiecare ciclu al sintezei. Mai mult, gruparea 
protectoare N-terminală, cât şi cele corespunzătoare catenelor laterale trebuie să fie 
stabile în condiţiile deprotecţiei grupării esterice la carbonul C-terminal. Datorită 
stabilităţii ridicate, uşurinţei de introducere şi disponibilităţii comerciale, esterii terţ-
butilici sunt preferaţi pentru protejarea carboxilului terminal. Cu toate acestea, 
deprotecţia chimică selectivă a acestor esteri în prezenţa grupărilor protectoare ale 
catenelor laterale, nu este posibilă. De aceea, este nevoie de o metodă selectivă 
care să hidrolizeze esterii terţ-butilici C-terminali ai peptidelor în condiţii blânde de 
reacţie. Utilizarea enzimelor în sinteza peptidelor s-a dovedit a fi o alternativă 
promiţătoare datorită selectivităţii ridicate a acestor biocatalizatori.     

În acest context, unul din obiectivele acestor cercetări experimentale a fost 
studiul reacţiei de deprotejare (hidroliză) enzimatică a grupării carboxilice terminale 
a dipeptidei Z-Ala-Phe-OBut catalizată de alcalaza-CLEA. Pentru acest studiu [168] 
s-a urmărit protocolul reacţiei de hidroliză descris în capitolul 3.4, enzima folosită 
fiind alcalaza-CLEA 08331 (1 mg/ml). Pe baza analizelor efectuate s-a calculat 
activitatea enzimatică în primele momente ale reacţiei. Schema reacţiei de hidroliză 
este prezentată în Figura 2.5.  

 

Alcalase-CLEA, 40oC

DMF, pH 7,0

- (CH3)3COH

ZHN
H
N O

O

O

Z-Ala-Phe-OBut

ZHN
H
N OH

O

O

Z-Ala-Phe-OH  
 

Figura 2.5. Schema reacţiei de hidroliză enzimatică a dipeptidei Z-Ala-Phe-OBut catalizată de 
alcalaza-CLEA 

 
Deoarece solvenţii organici, folosiţi ca şi cosolvenţi miscibili cu apa, 

inactivează în general enzimele, o serie de experimente au fost realizate la diferite 
concentraţii de DMF (0-80%, vol). Solvenţii organici sunt necesari deoarece 
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îmbunătăţesc solubilitatea peptidelor protejate, insolubile în apă. În acest context, 
pentru a evita fenomenul de inactivare al enzimei, s-a propus să se stabilească 
concentraţia minimă necesară solubilizării substratului la care activitatea proteazei 
să fie maximă. S-a determinat astfel activitatea alcalazei-CLEA în diferite amestecuri 
DMF-tampon pH 7,0.  
 

 
Figura 2.6. Influenţa concentraţiei de DMF asupra activităţii enzimatice a alcalazei-CLEA în 

reacţia de hidroliză a Z-Ala-Phe-OBut 
 

În Figura 2.6 este reprezentată influenţei solventului organic asupra activităţii 
hidrolitice a catalizatorului studiat, calculată în primele 30 de minute ale reacţiei. Se 
observă că în absenţa DMF, valoarea activităţii a fost relativ scăzută datorită 
insolubilităţii substratului în mediul apos. Creşterea cantităţii de solvent organic a 
determinat creşterea vitezei de reacţie, valoarea optimă obţinându-se la 50% DMF 
în mediul de reacţie. La această concentraţie substratul a fost complet solubil. La un 
conţinut mare de solvent organic (între 60 şi 80%, vol.), viteza reacţiei a scăzut 
semnificativ datorită efectului inactivant al acestuia. Astfel, se poate concluziona că 
hidroliza peptidei este favorizată la concentraţii mai mici de DMF. 
 
2.2.2. Influenţa mediului de reacţie asupra scindării regioselective a 
peptidelor  
 

Obiectivul cercetărilor prezentate în acest capitol a fost studiul influenţei 
compoziţiei mediului de reacţie (DMF, % vol) asupra eficienţei catalitice şi a 
regioselectivităţii proteazei comerciale alcalaza-CLEA. Degradarea peptidelor mai 
lungi poate să apară datorită activităţii endopeptidazice a proteazelor. În acest 
context, compoziţia mediului de reacţie a fost optimizată pentru a spori activitatea 
esterazică faţă de cea endopeptidazică.  

S-a studiat astfel influenţa mediului de reacţie asupra hidrolizei selective a 
tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OBut prin modificarea concentraţiei de DMF 
[169]. Pentru acest studiu s-a urmărit protocolul reacţiei de hidroliză descris la 
punctul 3.4, enzima folosită fiind alcalaza-CLEA 08331 (5 mg/ml). Pe baza analizelor 
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cromatografice s-a calculat randamentul de produs format la diferite intervale de 
timp, precum şi randamentul produsului secundar de hidroliză. Schema de reacţie 
este prezentată în Figura 2.7.  
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Alcalase-CLEA, 40oC

pH 7, 24 h
- (CH3)3COH-Boc-Ala

Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OBut

Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OH

H2N-Asp(OBut)-Trp-Phe-OH  
Figura 2.7. Schema reacţiei de deprotecţie regioselectivă a tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OBut)-

Trp-Phe-OBut 

 
Tabelul 2.4. Hidroliza selectivă a Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OBut catalizată de 
alcalaza-CLEA 
 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

DMF 
(%, vol) 

Impuritate 
endopeptidazică 

(% arie) 

Produs de 
hidroliză 
(% arie) 

Substrat 
nereacţionat 

(% arie) 
2 

20 

0,2 2,2 97,6 
4 0,5 4,8 94,8 
6 1,1 8,0 90,9 
8 2,0 11,6 86,4 
24 11,7 27,9 60,4 
2 

50 

0,07 2,7 97,2 
4 0,1 6,4 93,5 
6 0,12 10,2 89,7 
8 0,15 15,1 84,8 
24 0,5 40,8 58,7 
2 

60 

0,05 1,6 98,3 
4 0,06 3,0 96,9 
6 0,06 4,8 95,2 
8 0,07 6,1 93,8 
24 0,09 14,5 85,4 

 
Tabelul 2.4 prezintă comparativ rezultatele obţinute în urma reacţiei de 

hidroliză a Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OBut la diferite concentraţii de DMF (20, 50, 
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60%, vol). Conversia maximă s-a obţinut la un conţinut de 50% DMF în mediul de 
reacţie, aceasta fiind de altfel şi concentraţia optimă la care activitatea 
endopeptidazică a proteazei a fost minimă. Solventul organic, în cazul nostru DMF, a 
fost adăugat în mediul de reacţie pentru creşte solubilitatea substratului şi pentru a 
reduce hidroliza produsului format. Pe baza datelor din Tabelul 2.4 s-a realizat 
Figura 2.8 care prezintă randamentul în produs după 24 de ore de reacţie.  
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Figura 2.8. Influenţa concentraţiei de DMF asupra hidrolizei enzimatice selective a Boc-Ala-
Asp(OtBu)-Trp-Phe-OBut după 24 de ore de reacţie 

 
Aşa cum era de aşteptat, cantitatea de produs secundar de hidroliză rezultat 

prin scindarea intracatenară a peptidei, a crescut o dată cu scăderea concentraţiei 
de DMF în mediul de reacţie. La un conţinut mai mare de 50%, activitatea enzimei a 
scăzut datorită inactivării acesteia de către solventul organic. Din Figura 2.8 se 
observă că excesul de apă nu determină creşterea activităţii, ci doar hidroliza 
produsului format deoarece acesta acţionează doar ca agent nucleofil în reacţie. În 
general, atunci când concentraţia apei din mediul de reacţie depăşeşte valoarea 
optimă, flexibilitatea moleculelor de enzimă creşte, determinând o scădere a 
activităţii catalitice datorită modificărilor conformaţionale [170].  
 
2.2.3. Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a esterilor terţ-butilici 
ai peptidelor 

 
Complexitatea structurii biocatalizatorilor precum şi complexitatea 

mecanismului intim de reacţie au făcut ca studiul cineticii reacţiilor enzimatice să fie 
mult mai dificil comparativ cu cinetica reacţiilor chimice în general. Studiul cineticii 
enzimatice, ca şi în cinetica chimică, se bazează pe măsurarea vitezei de reacţie în 
condiţii standard (care se asigură în aşa fel încât să fie cât mai apropiate posibil de 
condiţiile existente in vivo) şi în diferite condiţii particulare create într-un anumit 
scop.  

Deoarece natura aminoacidului rezidual, precum şi lungimea catenei 
polipeptidice determină modificarea mecanismul de legare al substratului în centrul 
activ al enzimei, s-a studiat cinetica reacţiei de hidroliză enzimatică a diferiţilor 
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esteri terţ-butilici ai peptidelor. Pentru acest studiu s-au folosit două loturi de 
enzimă: alcalaza-CLEA 05789 (31 NPA U/g) şi alcalaza-CLEA 08331. Protocolul 
urmărit a fost cel al reacţiei de hidroliză descris în capitolul 3.4. Studiul cinetic a fost 
realizat pentru 14 substraturi diferite (di-, tri-, tetra- şi hexapeptide) la 50% DMF 
(% vol.) [171].  

Deprotecţia enzimatică selectivă a dipeptidei model Z-Val-AA-OBut este 
prezentată în Figura 2.9. Parametrii cinetici ai reacţiei de hidroliză enzimatică au fost 
calculaţi cu ajutorul programului Sigma Plot, iar substraturile studiate au fost 
caracterizate prin compararea constantelor cinetice kcat şi KM corespunzătoare 
enzimei, calculate pe baza analizei de regresie a vitezelor iniţiale de reacţie. 
Rezultatele sunt prezentate în tabelele 2.5 şi 2.6. 
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Figura 2.9. Hidroliza selectivă a dipeptidei model Z-Val-AA-OBut 

 
S-a studiat influenţa naturii aminoacidului rezidual din componenţa 

dipeptidelor, cu structura generală Z-Val-AA-OBut, asupra activităţii enzimatice a 
preparatului comercial alcalază-CLEA. Interacţiunile dintre centrul activ al enzimei şi 
aminoacidul terminal din structura substratului au determinat variaţii semnificative 
în vitezele iniţiale de reacţie pentru diferitele dipeptide. Se poate observa că 
prezenţa aminoacizilor hidrofobi alifatici (de exemplu, Met, Leu şi Ala) a determinat 
creşterea eficienţei catalitice a enzimei pentru substratul respectiv. Eficienţa 
catalitică a unei reacţii catalizate enzimatic este determinată de raportul kcat/KM. 
Acesta defineşte de asemenea specificitatea enzimei pentru un anumit substrat.  
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Tabelul 2.5. Parametrii cinetici ai proteazei alcalază-CLEA 05789 (5 mg/ml) în cazul 
dipeptidelor model  
 

Substrat KM 
(mM)

kcat 
(µmoli·min-1·mg enzimă-1)

kcat/KM 
(min-1·mM-1) 

Z-Ala-Phe-OBut 7,2 0,06 3,2·10-3 
Z-Val-Met-OBut 4,6 0,08 6,3·10-3 
Z-Val-Leu-OBut 13,8 0,2 4,8·10-3 
Z-Val-Asn-OBut 15,8 0,1 2,3·10-3 
Z-Val-Gln-OBut 42,6 0,4 3,7·10-3 
Z-Val-Ala-OBut 31,6 0,3 3,1·10-3 

Z-Val-Lys(Boc)-OBut 11,5 0,04 1,6·10-3 
Z-Val-Ser-OBut 62 0,4 2·10-3 
Z-Val-Phe-OBut 12,0 0,05 1,8·10-3 
Z-Val-Tyr-OBut 87,4 0,2 1·10-3 

 
Valoarea minimă a constantei Michaelis-Menten s-a obţinut în cazul aminoacidului 
metionină (KM = 4,6 mM), acesta fiind de altfel şi substratul pentru care eficienţa 
catalitică a enzimei a fost maximă (kcat/KM = 6,3 x 10-3 mM-1min-1). Prezenţa 
aminoacizilor cu grupări hidrofobe aromatice, cum ar fi Phe şi Tyr, precum şi 
aminoacizii voluminoşi (Lys (Boc)) a determinat scăderea eficienţei catalitice a 
proteazei (Figura 2.11). Curba de cinetică Michaelis-Menten pentru peptida Z-Val-
Met-OBut este reprezentată în Figura 2.10. Nu se remarcă inhibiţia de substrat a 
enzimei, chiar şi la o concentraţie de 100 mM a acestuia. 
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Figura 2.10.  Curba de cinetică Michaelis-Menten în cazul substratului Z-Val-Met-OBut 
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Figura 2.11. Influenţa aminoacidului rezidual din structura dipeptidelor asupra eficienţei 

catalitice a proteazei alcalază-CLEA 
 
S-a demonstrat că aşa-numitul „turnover number” (kcat), exprimând numărul 

de reacţii catalizate pe unitatea de timp de către fiecare centru catalitic al enzimei, 
depinde de structura aminoacidului terminal din structura peptidelor, scăzând în 
ordinea: 

Gln>Ser>Ala>Tyr>Leu>Asn>Met>Phe>Lys(Boc) 
 

În cazul dipeptidelor mai lungi, eficienţa catalitică a scăzut o dată cu creşterea 
lungimii catenei polipeptidice şi a numărului de grupări protectoare din catenele 
laterale ale resturilor de aminoacizi (Tabelul 2.6).  
 
Tabelul 2.6. Parametrii cinetici ai proteazei alcalază-CLEA 08331 în cazul unor 
peptide mai lungi  
 

Substrat 
Cantitatea 
de enzimă 
(mg/ml) 

KM 
(mM) 

kcat 
(µmoli·min·mg 

enzimă-1) 

kcat/KM 
(min-1·mM-1) 

Z-Ala-Phe-Ala-OBut 5 16,1 0,08 2,3·10-3 
Boc-Ala-Asp(OBut)-

Trp-Phe-OBut 10 2,4 7·10-4 0,2·10-3 

Boc-Gly-Phe-Phe-
Leu-OBut 5 5,9 0,02 2,4·10-3 

Boc-Gly-Phe-Met-
Pro-Phe-Trp-OBut 10 12,1 0,004 0,3·10-3 

 
 
 
 

AA: Leu 
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2.2.4. Hidroliza enzimatică a Z-Ala-Phe-OBut catalizată de alcalaza 
imobilizată prin metoda sol-gel. Influenţa naturii silanilor precursori 
asupra eficienţei biocatalizatorilor  
 

Aplicaţiile industriale ale noilor tehnologii enzimatice de deprotejare a grupării 
esterice C-terminale a peptidelor necesită un catalizator eficient care să fie stabil în 
condiţiile de proces. Majoritatea proteazelor prezintă eficienţă ridicată în mediu 
apos, însă insolubilitatea lor în solvenţii organici poate determina formarea unor 
agregate şi astfel scăderea activităţii catalitice. În acest context, s-a realizat 
imoblizarea alcalazei prin entrapare în matrici de sol-gel (conform metodei descrise 
la punctul 3.1.1), biocatalizatorii obţinuţi fiind testaţi în reacţia de hidroliză a Z-Ala-
Phe-OBut. Pentru imobilizare s-au folosit următorii silani precursori: tetrametoxisilan 
(TMOS) şi derivaţi trimetoxisilanici (PrTMOS, OcTMOS, PhTMOS, APTMOS, i-
BuTMOS, VTMOS) sau dimetoxisilanici (DMDMOS, PMDMOS) în raport molar de 1:1. 
Raportul masic al conţinutului de proteine folosit la imobilizare a fost de 9,7 mg 
proteină/mmoli silani. Preparatele obţinute, precum şi enzima nativă au fost utilizate 
ca biocatalizatori în reacţia de hidroliză a esterului peptidei Z-Ala-Phe-OBut descrisă 
la punctul 3.4 (Figura 2.12).  
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Figura 2.12. Schema de sinteză a Z-Ala-Phe-OH catalizată de alcalaza imobilizată prin tehnica 

de sol-gel 
 

Reacţiile au fost realizate în 50% DMF, cantitatea de enzimă fiind 2 mg/ml. 
Rezultatele sunt prezentate în Tabelul 2.7 [172]. 
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Tabelul 2.7. Hidroliza Z-Ala-Phe-OBut prin biocataliză cu preparate obţinute prin 
entraparea în sol-gel a alcalazei 2,4L FG 
 

Silani 
precursori 

(1:1, raport 
molar) 

Timp 
de 

reacţie 
(ore) 

Randament 
de 

hidroliză 
(%) 

Activitate 
specifică 
(µmol·h-

1·mg 
proteină-1) 

Activitate 
hidrolitică 
(µmol·h-1·g 

gel-1) 

Activitat
e relativă 

(%)** 

- 
2 49,7 

27,4 1096* - 4 58,1 
22 73,3 

PrTMOS:TMOS 
2 36,9 

7,49 987 27,3 4 43,2 
22 55,6 

OcTMOS:TMOS 
2 39,2 

9,29 1133 33,9 4 44,9 
22 62,1 

PhTMOS:TMOS 
2 38,3 

9,56 1072 34,9 4 44,7 
22 58,3 

VTMOS:TMOS 
 

2 38,3 
9,91 1090 36,2 4 44,2 

22 61,7 

i-BuTMOS:TMOS 
2 38,2 

6,78 1098 24,7 4 43,7 
22 59,9 

APrTMOS:TMOS 
2 9,8 

3,49 287 12,7 4 18,8 
22 54,6 

MPDMOS:TMOS 
2 39,2 

8,53 1024 31,1 4 45,1 
22 56,9 

DMDMOS:TMOS 
2 41,3 

8,11 1147 29,6 4 47,4 
22 56,8 

*Activitatea hidrolitică a fost exprimată ca µmoli de produs format într-o oră de 
către 1 ml de soluţie enzimatică 
**Activitatea relativă a preparatului enzimatic a fost calculată ca raportul dintre 
activitatea specifică a enzimei imobilizate şi activitatea specifică a enzimei native   
 

Natura silanilor precursori nu a avut o influenţă semnificativă asupra activităţii 
enzimatice şi a randamentului de hidroliză, cu excepţia preparatului obţinut cu silanii 
precursori APTMOS şi TMOS, pentru care viteza iniţială de reacţie a fost scăzută.  
Prin urmare, rezultatele obţinute cu APrTMOS şi TMOS reflectă eficienţa redusă a 
alcalazei imobilizată în această matrice şi utilizată în reacţia de hidroliză a Z-Ala-
Phe-OBut. Dintre precursorii silanici testaţi, viteza maximă de reacţie (9,91 
µmol/h/mg proteină) a fost înregistrată în cazul preparatului enzimatic obţinut cu 
VTMOS şi TMOS, după 2 ore de incubare la 40ºC. Acest preparat a reţinut 36,2% 
din activitatea specifică enzimei native, după imobilizare. Deşi activitatea alcalazei 
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imobilizate s-a diminuat în urma imobilizării, reutilizarea biocatalizatorului poate să 
compenseze aceast dejavantaj. Fenomenul de reducere a activităţii se datorează 
probabil formării unei reţele mico- sau nanoporoase foarte compacte care 
îngreunează mult accesul reactanţilor la centrul activ al enzimei. Valorile activităţii 
sunt aparente, determinate de o combinaţie de factori, cum ar fi accesibilitatea 
proteinei, fracţiunea proteinei active, transferul masic al substratului în matricea sol-
gel, difuziunea substratului şi produsului în matrice. Astfel, scăderea activităţii poate 
fi explicată prin îngreunarea vitezei de difuziune a materialelor în interiorul, cât şi 
spre exteriorul reţelei de silice, rezultánd astfel diferenţe în valorile activităţii, care 
nu reflectă în mod direct comportamentul proteinei.  
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Figura 2.13. Influenţa naturii silanului precursor asupra eficienţei catalitice în reacţia de 

hidroliză selectivă a Z-Ala-Phe-OBut 
 

Randamentul de hidroliză după 22 de ore de reacţie a atins o valoare maximă 
(aprox. 62%) pentru preparatele obţinute cu OcTMOS, respectiv VTMOS, 
reprezentând 85% din valoarea randamentului corespunzător enzimei native. Prin 
urmare, s-a presupus că o concentraţie mare de produs în apropierea centrului activ 
al proteazei a determinat inhibiţia enzimei, în cazul preparatului obţinut cu DMDMOS 
şi TMOS (raport molar, 1:1).  

Deşi viteza iniţială de reacţie a preparatului obţinut cu APrTMOS a fost 
minimă, randamentul de hidroliză după 22 de ore de incubare la 40ºC a atins o 
valoare comparabilă cu celelalte preparate enzimatice imobilizate (aprox. 55%) 
(Figura 2.13). Acest lucru confirmă fenomenul de difuziune îngreunată a reactanţilor 
în matricea de sol-gel.  
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2.2.5. Concluzii parţiale 
 

Hidroliza enzimatică reprezintă o metodă selectivă de deprotecţie a esterilor 
terţ-butilici C-terminali ai peptidelor în condiţii blânde de reacţie. Utilizarea 
preparatului comercial alcalaza-CLEA la hidroliza esterilor terţ-butilici la carbonul C-
terminal al peptidelor s-a dovedit a fi o alternativă promiţătoare datorită 
selectivităţii ridicate a acestui biocatalizator. 

După cum era de aşteptat, creşterea concentraţiei de DMF (peste 50%) a avut 
un efect negativ asupra eficienţei catalitice determinând o scădere a acesteia 
datorită efectului inactivant al solventului organic.  

Folosirea unei concentraţii de 50% DMF în mediul de reacţie a fost benefică 
pentru deprotecţia regioselectivă a peptidelor mai lungi. La această concentraţie, 
activitatea esterazică a alcalazei-CLEA a fost maximă, iar cea endopeptidazică a fost 
minimă. 

În cazul dipeptidelor cu formula generală Z-Val-AA-OBut, prezenţa 
aminoacizilor cu grupări hidrofobe la poziţia C-terminală, de exemplu Phe şi Tyr, a 
determinat scăderea activităţii catalitice a proteazei. 

În cazul dipeptidelor mai lungi, eficienţa catalitică a scăzut o dată cu creşterea 
lungimii catenei polipeptidice şi a numărului de grupări protectoare din catenele 
laterale ale resturilor de aminoacizi.  

Natura silanilor precursori folosiţi la imobilizarea alcalazei prin metoda sol-gel 
nu a avut o influenţă semnificativă asupra randamantului şi activităţii de hidroliză a 
Z-Ala-Phe-OBut. Fenomenul de diminuare a activităţii alcalazei după imobilizare se 
poate explica prin limitarea difuziunii materialelor în interiorul, cât şi spre exteriorul 
reţelei de silice. 
 
 
2.3. Studiul reacţiei de amidare a esterilor C-terminali ai 
peptidelor catalizată de alcalaza nativă sau imobilizată prin 
tehnica de sol-gel 
 

În acest studiu s-a propus obţinerea de noi biocatalizatori prin imobilizarea 
alcalazei în matrici de sol-gel care să prezinte aplicabilitate în tehnologia de obţinere 
a peptidelor cu activitate biologică. Majoritatea acestor peptide, precum şi peste 
jumătate din totalul hormonilor existenţi, prezintă o grupare amidică la carbonul C-
terminal. Studiile anterioare au demonstrat că alcalaza-CLEA este un catalizator 
excelent în reacţia de amidare a peptidelor [10]. Una din problemele care au fost 
întâlnite a fost variaţia largă a eficienţei catalitice a diferitelor loturi de alcalază 
imobilizată. În acest context, aplicaţiile industriale ale noilor tehnologii enzimatice 
de amidare a grupării C-terminale a peptidelor necesită un catalizator eficient care 
să fie stabil în condiţiile de proces şi care să demonstreze proprietăţi constante în 
ceea ce priveşte activitatea, stabilitatea de proces, precum şi compatibilitatea cu 
solvenţii hidrofili, indiferent de lotul din care provine.  

S-a realizat astfel imobilizarea alcalazei, preparat enzimatic comercial având 
ca protează principală subtilizina din Bacillus licheniformis, prin entrapare în sol-gel 
şi entrapare combinată cu adsorbţie pe un suport solid. Preparatele enzimatice au 
fost utilizate ca biocatalizatori în reacţia de amidare a dipeptidei Z-Ala-Phe-OMe 
folosind carbamatul de amoniu ca agent nucleofil (Figura 2.14). 
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Figura 2.14. Schema de sinteză a Z-Ala-Phe-NH2 catalizată de alcalaza imobilizată prin tehnica 

de entrapare în sol-gel 
 
2.3.1. Selectarea proteazelor  
 

Obiectivul acestui studiu a fost selectarea celui mai eficient biocatalizator 
pentru amidarea şi/sau hidroliza grupării C-terminale a esterilor peptidelor. Au fost 
astfel testate două tipuri de alcalază în reacţia de amidarea a Z-Ala-Phe-OMe în 
mediu de ButOH /DMF la 30ºC (capitolul 3.3 din partea experimentală). Pentru 
comparaţie, cele două enzime au fost testate şi în reacţia de hidroliză a Z-Ala-Phe-
OBut şi Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-OBut în 50% DMF, pH 7,0 la 40ºC [167]. Această 
reacţie s-a realizat conform protocolului descris la punctul 3.5, cantitatea de enzimă 
utilizată fiind de 0,2 mg proteină/ml. Pe baza analizelor efectuate, s-a calculat 
activitatea enzimatică în primele momente ale reacţiei (20 de minute), rezultatele 
obţinute fiind prezentate în Tabelul 2.8. 
  
Tabelul 2.8. Activitatea specifică a celor două tipuri de alcalază în reacţia de 
hidroliză şi amidare a esterilor peptidelor 
 

Substrat Reacţie Enzimă 
Activitate specifică 

(µmoli/min·mg 
proteină) 

Z-AlaPhe-OBut hidroliză 

alcalaza 2,4L 
FG 5,1 

alcalaza 2,5L 
DX 5,0 

Boc-GlyPhePheLeu-
OBut hidroliză 

alcalaza 2,4L 
FG 1,2 

alcalaza 2,5L 
DX 1,2 

Z-Ala-Phe-OMe amidare 

alcalaza 2,4L 
FG 13,0 

alcalaza 2,5L 
DX 11,1 
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Alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi cea mai eficientă în reacţia de amidare a 
substratului Z-Ala-Phe-OMe (activitatea specifică: 13 μmoli min-1 mg proteină-1).  

Specificitatea de substrat a enzimelor a fost studiată în reacţia de hidroliză a 
două substraturi de lungimi diferite (Z-Ala-Phe-OBut şi Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-OBut). 
În Figura 2.15 se observă că activitatea enzimatică a celor două proteaze a fost mai 
mică decât în cazul amidării.  
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Figura 2.15. Dependenţa activităţii specifice de natura catalizatorului şi de substratul utilizat în 

reacţiile de hidroliză şi amidare studiate 
 

Deoarece alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi mai eficientă în cazul amidării 
peptidelor, comparativ cu alcalaza 2.5L DX, s-a optat pentru utilizarea acestei 
proteaze în studiile ulterioare.   
 
2.3.2. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalază  
 

Deoarece calitatea enzimelor provenite din loturi diferite poate să varieze, 
fiecare lot nou trebuie să fie supus analizei înainte de utilizarea obişnuită. În acest 
subcapitol s-a studiat variaţia în compoziţie şi proprietăţi a două loturi de alcalază 
2,4L FG, precum şi reproductibilitatea metodei de imobilizare în sol-gel a acestora.  

Reproductibilitatea proprietăţilor catalitice a proteazelor a fost studiată în 
reacţia de amidare a substratului model, Z-Ala-Phe-OMe [167]. Conţinutul total de 
proteine din compoziţia enzimelor a fost determinat prin metoda Bradford descrisă 
în partea experimentală a lucrării. Se observă o uşoară variaţie în compoziţia 
proteinelor având o deviaţie standard de 6,93% (Tabelul 2.9). Activitatea 
biocatalitică, calculată în primele minute ale reacţiei, a prezentat o deviaţie standard 
de 2,65%. 
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Tabelul 2.9. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalază  
 

 
Lot 

alcalază 
 

Concentraţie de 
proteine (mg/ml) ± 

SD% 

Activitate specifică 
(µmol/min·mg proteină) ± 

SD% 
a PLN05354 

50 ± 6,93 14,8 ± 2,65 b PLN05354 
PLN05361 

              a, b Loturi identice provenite din experimente diferite 
          SD – deviaţia standard  

 
Loturile de alcalază au fost imobilizate în duplicat şi apoi testate în reacţia de 

amidare în vederea determinării reproductibilităţii după imobilizare. S-a realizat 
astfel entraparea enzimelor în reţele polimerice de sol-gel, folosind ca precursori 
silanici dimetildimetoxisilan (DMDMOS) şi tetrametoxisilan (TMOS) în raport molar 
de 1:1, conform metodei 3.1.1 Pentru imobilizare s-au folosit 45 mg proteină (780 
µl soluţie alcalază). Rezultatele sunt prezentate în Tabelul 2.10. 
     
Tabelul 2.10. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalază imobilizată în matrici 
de sol-gel 
 

 
Lot 

alcalază 

 
Randament 

de 
imobilizare 

± SD % 

Conversie după 24 de ore  
Activitatea 

totală 
(µmol/h·mg 

gel) 

DP-NH2 
± SD%

DP-OH 
± SD%

 

DP-OMe 
± SD% 

 
a PLN05354 

71,7 ± 1,53 95,4 ± 
0,11 

4,6 ± 
0,11 

0,0 ± 
0,0 3,81 ± 0,15 b PLN05354 

PLN05361 
a, b Aceleaşi loturi provenite din experimente diferite 
SD – deviaţia standard  

 
Preparatele enzimatice prezintă reproductibilitate excelentă după imobilizare 

în ceea ce priveşte activitatea iniţială, cât şi randamentul în produs după 24 de ore 
de incubare la 30°C (Tabelul 2.10). Valorile randamentului de imobilizare au fost 
cuprinse între 70 şi 73% cu o deviaţie standard de 1,53%. Folosind aceşti 
catalizatori în reacţia de amidare, s-a obţinut conversia totală a substratului după 24 
de ore, amestecul de reacţie conţinând 95% produs de amidare. Reproductibilitatea, 
în ceea ce priveşte randamentul în produs final, cât şi activitatea calculată în primele 
momente ale reacţiei, a fost excelentă prezentând o deviaţie standard de 0,11%, 
respectiv 0,15%. 

 
2.3.3. Imobilizarea alcalazei în matrici de sol-gel derivate de TMOS 
sau TEOS   
 

În acest studiu s-a urmărit influenţa grupării metoxi- sau etoxi- din structura 
silanului precursor (tetraalcoxisilan) asupra eficienţei catalitice a alcalazei 
imobilizate prin tehnica sol-gel. S-a realizat astfel imobilizarea alcalazei prin 
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entrapare folosind TMOS sau TEOS conform metodei descrise la punctul 3.1.1. 
Preparatele enzimatice au fost testate în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe 
folosind carbamatul de amoniu ca agent nucleofil. Rezultatele studiului sunt 
prezentate în tabelele 2.11 şi 2.12. 
 
Tabelul 2.11. Influenţa silanului precursor asupra randamentului de imobilizare 
 

Silan 
precursor

Randament de 
imobilizare (%) 

Capacitate de 
entrapare (%) 

Cantitate  
preparat (mg) 

TMOS 95 6,6 630 
TEOS 66 9,0 321 

 
Tabel 2.12. Reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizată de alcalaza imobilizată 
prin entrapare în matrici derivate de TMOS şi TEOS 
 

Silan 
precursor 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

DP-NH2 
(% arie)

DP-OH 
(% arie)

DP-OMe 
(% arie)

Activitate 
(µmoli·h-1·mg 

gel-1) 

TMOS 
0,5 9,2 1,84 89,0 

0,72 2 8,3 0,75 91,0 
24 36,8 7,69 55,6 

TEOS 
0,5 3,7 0,62 95,7 

0,33 2 5,1 0,73 94,2 
24 32,8 12,31 54,9 

 
Dificultatea formării gelului în cazul precursorului tetraetoxisilanic a 

determinat obţinerea unui randament de imobilizare de 66%. Viteza de reacţie a 
fost de 2,2 ori mai mare în cazul precursorului TMOS comparativ cu TEOS. Conversia 
substratului după 24 de ore de incubare a fost de aproximativ 55% în cazul ambelor 
preparate enzimatice, cu deosebirea că, în cazul TEOS cantitatea de produs 
secundar de hidroliză a fost mult mai mare (Figura 2.17).  
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Figura 2.17. Influenţa naturii tetraalcoxisilanului asupra eficienţei catalitice a alcalazei 

imobilizate prin entrapare în sol-gel 
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2.3.4. Influenţa naturii silanilor precursori asupra eficienţei 
biocatalizatorilor în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe 
  

Natura grupării nehidrolizabile a silanului precursor a avut o influenţă 
considerabilă asupra eficienţei biocatalizatorilor obţinuţi cu diferiţi monomeri silanici 
(metoxisilani) în raport molar de 1:1. Pentru acest studiu s-au folosit opt preparate 
enzimatice obţinute prin imobilizarea alcalazei 2,4L FG prin entrapare în sol-gel 
conform metodei descrise la punctul 3.1.1, utilizând ca precursori metoxisilanici: 
tetrametoxisilan (TMOS) şi derivaţi trimetoxisilanici (PrTMOS, OcTMOS, PhTMOS, 
APTMOS, i-BuTMOS, VTMOS) sau dimetoxisilanici (DMDMOS, PMDMOS) în raport 
molar de 1:1. Raportul masic al conţinutului de proteine folosit la imobilizare a fost 
de 9,7 mg proteină/mmoli silani (1000 µl soluţie alcalază). Preparatele obţinute, 
precum şi enzima nativă au fost utilizate ca biocatalizatori în reacţia de amidare a 
esterului dipeptidei model Z-Ala-Phe-OMe [172]. Rezultatele sunt prezentate în 
tabelele 2.13 şi 2.14.  
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Figura 2.18. Cromatogramele obţinute în urma analizei pe coloana Atlantis T3 a amestecului de 

reacţie rezultat la amidarea Z-Ala-Phe-OMe prin biocataliză cu alcalază imobilizată 
(DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1) după 21 de ore reacţie (roşu); controlul reacţiei fără 

enzimă (negru) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Z-Ala-Phe-OMe 

Z-Ala-Phe-NH2 

Z-Ala-Phe-OH 
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Tabelul 2.13. Reacţia de amidare a esterului metilic Z-Ala-Phe-OMe prin biocataliză 
cu preparate obţinute prin entraparea în sol-gel a proteazei alcalază 2,4L FG 
 

Silan I:TMOS 
(raport 

molar, 1:1) 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

Z-Ala-Phe-NH2 
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OH
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OMe 
(% arie) 

Alcalaza 
nativă 

2 80,1 10,34 9,5 
4 88,5 10,26 1,3 
21 89,6 10,4 0,0 

MeTMOS 
2 3,5 0,00 96,5 
4 10,2 0,92 88,9 
21 31,2 3,6 65,2 

PrTMOS 
2 17,3 0,00 82,7 
4 35,7 2,42 61,9 
21 85,1 9,6 5,3 

OcTMOS 
2 5,6 0,00 94,4 
4 15,2 1,15 83,7 
21 58,1 7,5 34,4 

PhTMOS 
2 12,9 1,04 86,0 
4 26,7 1,91 71,4 
21 75,4 9,4 15,2 

VTMOS  
 

2 24,9 2,65 72,4 
4 40,6 2,92 56,5 
21 81,2 9,3 9,5 

i-BuTMOS 
2 27,0 2,52 70,5 
4 45,4 3,05 51,5 
21 83,2 9,0 7,8 

APTMOS  
2 0,0 0,73 99,3 
4 0,0 0,00 100,0 
21 3,3 0,0 96,7 

MPDMOS 
2 40,2 2,96 56,8 
4 57,3 4,34 38,4 
21 88,4 8,2 3,4 

DMDMOS 
2 45,5 2,96 51,6 
4 68,1 4,7 27,2 
21 93,1 6,9 0,0 
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Tabelul 2.14. Influenţa naturii silanului precursor asupra randamentului de 
imobilizare şi activităţii catalitice a alcalazei entrapate în sol-gel  
 

Silan I:TMOS 
(raport molar, 

1:1) 

Activitate totală 
(µmoli/h·mg gel)

Randament de 
imobilizare (%) 

Încărcare cu 
proteină (%) 

MeTMOS 0,2 81 13 
PrTMOS 0,59 83 13 

i-BuTMOS 0,95 82 16 
OcTMOS 0,23 68 12 
PhTMOS 0,45 80 11 
VTMOS 0,99 91 10 

APrTMOS 0 98 8,3 
MPDMOS 1,57 71 13 
DMDMOS 1,76 77 14 
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Figura 2.19. Efectul grupării nehidrolizabile din structura silanului precursor asupra activităţii 

catalitice a alcalazei entrapate în sol-gel la raport molar SilanI:TMOS de 1:1 
 
În general, în timpul procesului de imobilizare are loc o inactivare parţială a 

enzimei. În cazul imobilizării prin entrapare în sol-gel, metanolul rezultat în urma 
procesului de policondensare, poate avea efect inhibitor.   

În Figura 2.19 este prezentată o comparaţie a activităţilor iniţiale de amidare 
ale alcalazei imobilizate în diferite matrici de precursori silanici la raport molar 
SilanI:TMOS de 1:1. Randamentul maxim de imobilizare s-a obţinut în cazul utilizării 
APrTMOS ca silan precursor, însă acest preparat enzimatic nu a prezentat activitate 
în reacţia studiată. Aceasta se poate explica printr-o structură compactă, strânsă a 
matricei de silice, care nu a permis accesul substratului la centrul activ al enzimei. 
Creşterea lungimii lanţului alchil din molecula silanului (metil<propil<i-butil<octil) a 
determinat o creştere a activităţii, valoarea maximă obţinându-se în cazul utilizării i-
BuTMOS. S-a demonstrat că grupările alchilice, propil sau butil, realizează cele mai 
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favorabile interacţiuni cu centrul catalitic al lipazelor şi proteazelor în solvenţi 
organici [173]. Folosirea precursorilor cu lanţuri alchil mai lungi (OcTMOS) poate fi 
în detrimentul procesului de imobilizare, deoarece enzima poate fi eliberată uşor din 
matricea de sol-gel, rezultând scăderea randamentelor de imobilizare. Creşterea 
numărului de grupări metil în structura silanului a avut un efect favorabil asupra 
activităţii, aşa cum se poate observa în cazul preparatului cu dimetildimetoxisilan 
(DMDMOS), pentru care activitatea a fost maximă (1,76 µmoli/h/mg gel). S-a 
presupus că interacţiunea dintre reţeaua hidrofobă de sol-gel şi resturile hidrofobe 
ale aminoacizilor din vecinătatea centrului activ poate determina o perturbaţie a 
acestuia şi în consecinţă, are loc activarea enzimei. După 21 de ore de reacţie, 
conversia substratului a fost maximă, amestecul de reacţie conţinând 93,1% produs 
de amidare şi doar 6,9% produs secundar de hidroliză.  

Aşa cum se observă din Tabelul 2.15, activitatea specifică a celui mai 
performant biocatalizator (DMDMOS:TMOS) a fost de 10,2 µmoli/h/mg proteină, 
reprezentând 30,2% din activitatea enzimei native. Această scădere a activităţii 
poate fi determinată de limitarea transferului de masă a substratului şi/sau 
produsului în matricea de sol-gel.     
 
Tabelul 2.15. Activitatea specifică a alcalazei native şi imobilizate (DMDMOS:TMOS, 
raport molar 1:1) după 2 ore de incubare la 30ºC 
 

Enzima Activitate specifică 
(µmoli/h·mg proteină)

Z-Ala-Phe-NH2 
(%) 

Randamentul 
de regăsire a 
activităţii (%) 

Alcalaza 
nativă 33,8 80,9 - 

Alcalaza 
imobilizată 10,2 19,8 30,2 

 
Controlul apei în mediul de reacţie s-a realizat prin titrare Karl-Fischer. 

Concentraţia de apă determinată în substratul Z-Ala-Phe-OMe, a fost de aproximativ 
2%, în timp ce în carbamatul de amoniu a fost de 14% (Tabelul 2.16). Conţinutul 
ridicat, în cazul carbamatului de amoniu, s-a dovedit benefic pentru activitatea 
preparatelor obţinute prin imobilizare în sol-gel. Conţinutul de apă prezent în 
preparatele enzimatice a avut o valoare cuprinsă între 2 şi 6,9%.  
 
Tabelul 2.16. Conţinutul de apă determinat prin titrare Karl-Fischer al solvenţilor şi 
reactanţilor folosiţi în reacţia de amidare  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

Probă Conţinut de 
apă (%) 

NH2COONH4 14,24 
Z-Ala-Phe-Ome 2,1 
DMF (uscat pe site moleculare) 0,19 
t-BuOH/DMF 6.6/1 ( uscat pe site moleculare ) 0,11 
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Figura 2.20. Analiza pe gel de electroforeză a apelor de spălare rezultate la imobilizarea 
alcalazei în matrici de sol-gel. Linia 1, martor conţinând proteinele standard; linia 2, alcalaza 

2,5L DX; linia 3, alcalaza 2,4L FG (lot nr. PLN05354); linia 4, PrTMOS:TMOS; linia 5, 
OcTMOS:TMOS; linia 6, PhTMOS:TMOS; linia 7, VTMOS:TMOS; linia 8, i-BuTMOS:TMOS; linia 

9, APrTMOS:TMOS; linia 10, MPDMOS:TMOS; linia 11, DMDMOS:TMOS 
 

Determinarea calitativă a proteinelor entrapate în matricea de sol-gel s-a 
realizat prin electroforeza pe gel de poliacrilamidă a apelor de spălare rezultate după 
imobilizare. În Figura 2.20 se observă că subtilizina, componenta principală a 
preparatului enzimatic alcalază, precum şi proteinele mici, nu au fost imobilizate în 
totalitate, fiind preferate cele cu masă moleculară mai mare de 29 kDa. Acesta 
explică de altfel şi scăderea activităţii după imobilizare. Fenomenul poate fi 
consecinţa cantităţii ridicate de proteină supusă imobilizării sau diametrului porilor 
care poate duce la pierderea proteinelor mai mici din matricea de sol-gel. În 
continuare, se va avea în vedere optimizarea metodei de imobilizare pentru 
îmbunătăţirea randamentului de imobilizare al proteinei active (subtilizina). 
 
2.3.5. Studiul reproductibilităţii metodei de imobilizare în sol-gel  
 

În studiul anterior s-a demonstrat că DMDMOS, PMDMOS, VTMOS şi PrTMOS 
au eficienţă catalitică, precum şi randamente de imobilizare superioare celorlalţi 
silani în reacţia de amidare a substratului model Z-Ala-Phe-OMe. În consecinţă, 
aceştia au fost selectaţi în studiile de reproductibilitate ulterioare. Experimentele de 
imobilizare au fost repetate de 5 ori în aceleaşi condiţii şi testate în reacţia de 
amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate în tabelul 2.17 
[172]. 

Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicată a metodei 
de imobilizare prin metoda sol-gel. Conţinutul de proteină din preparatul comercial 
(alcalază 2,4L FG), precum şi din apele de spălare rezultate după imobilizare a fost 
determinat prin metoda Bradford, folosind albumină serică bovină (BSA) ca 
standard. Cantitatea de proteină imobilizată a fost calculată indirect prin diferenţa 
dintre cantitatea de proteină iniţială supusă imobilizării şi cea regăsită în soluţia 
rezultată după spălarea preparatelor. 
 
 

   1       2  3  4  5   6   7   8  9     10  11 

29 kDa 
Subtilizina A 

55 kDa 
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Tabelul 2.17. Influenţa naturii silanului precursor asupra reproductibilităţii eficienţei 
catalitice în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe  
 

a Activitatea specifică a fost calculată după 30 de minute de reacţie 
b Compoziţia amestecului de reacţie a fost determinată după 21 de ore de reacţie 
SD - deviaţia standard a valorilor 
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Figura 2.21. Influenţa silanului precursor asupra reproductibilităţii metodei de imobilizare prin 

determinarea compoziţiei amestecului de reacţie după 21 de ore de incubare 
 

Eficienţa catalitică a fost maximă în cazul preparatelor obţinute prin 
entraparea alcalazei în matrici derivate din DMDMOS şi TMOS (raport molar de 1:1). 
Folosind aceste preparate enzimatice, s-a obţinut o conversie totală a substratului 
după 21 de ore de reacţie, amestecul de reacţie fiind format din 91,5% produs 
principal de reacţie (Z-Ala-Phe-OMe) şi doar 8,5% produs secundar (Z-Ala-Phe-OH) 
rezultat în urma hidrolizei substratului. În ceea ce priveşte randamentul în produs 
format (amidă), precum şi activitatea specifică calculată în primele momente ale 

SilanI/ 
TMOS 

Randament 
de 

imobilizare ±  
SD (%) 

Activitatee 
specifică ± SD 
(µmol/h/mg 

proteină)a 

Compoziţie amestec de 
reacţieb 

DP-NH2
± SD 
(%) 

DP-OH 
± SD 
(%) 

DP-OMe 
± SD 
(%) 

VTMOS 84 ± 1,9 2,5 ± 1,2 21,4 ± 
12,4 

6,7 ± 
1,12 

71,9 ± 
13,4 

MPDMOS 75 ± 3,9 13,7 ± 8,9 88,5 ± 
3,2 

8,6 ± 
0,98 

2,9 ± 
2,7 

DMDMOS 80 ± 2,7 10,5 ± 1,7 91,5 ± 
0,38 

8,5 ± 
0,38 

0,0 ± 
0,0 

PrTMOS 74 ± 2,0 4,8 ± 1,3 90,6 ± 
0,75 

9,0 ± 
0,75 

0,36 ± 
0,45 

Silan I:TMOS 

     PrTMOS                  VTMOS                 MPTMOS          DMDMOS 
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reacţiei, preparatele enzimatice au demonstrat o excelentă reproductibilitate, 
deviaţia standard calculată pentru cele cinci valori fiind 0,38%, respectiv 1,7%. 
Randamentul de imobilizare a fost de 84% în cazul preparatului derivat din VTMOS 
şi TMOS, însă acest biocatalizator nu a fost reproductibil în reacţia studiată. O 
posibilă explicaţie ar fi legăturile covalente suplimentare formate între enzimă şi 
matricea de sol-gel.    

Pe baza datelor din Tabelul 2.17 s-a realizat Figura 2.21 care prezintă 
randamentele în produs ale celor 20 de preparate enzimatice după 21 de ore de 
reacţie.  
 
2.3.6. Influenţa concentraţiei de enzimă asupra eficienţei catalitice 
a alcalazei imobilizate prin metoda sol-gel  
 

În cazul preparatelor enzimatice obţinute prin imobilizarea alcalazei prin 
entrapare în sol-gel folosind ca silani precursori DMDMOS şi TMOS în raport molar 
de 1:1, s-au obţinut valorile cele mai ridicate ale activităţii de amidare şi 
randamentului în produs. Aceste valori au fost corelate cu un randament de 
imobilizare de 80%. Deoarece în timpul procesului de imobilizare, o parte din 
proteina activă (subtilizina) nu a fost entrapată în totalitate, s-a studiat efectul 
cantităţii iniţiale de proteină folosită la imobilizare asupra eficienţei catalitice a 
biocatalizatorului. S-a studiat astfel eficienţa de imobilizare pentru un domeniu de 
patru concentraţii de proteină. Experimentele au fost realizate pentru a stabili 
concentraţia optimă de enzimă folosită pentru imobilizare, astfel încât performanţele 
biocatalizatorilor să fie îmbunătăţite. S-a folosit un raport de mase cuprins între 2,8 
şi 9,7 mg proteină/mmoli silani. Aceste valori au fost corelate cu diferite cantităţi de 
proteină (17, 29, 45 şi 58 mg proteină, respectiv 300, 500, 780 şi 1000 µl soluţie 
enzimatică). S-a urmărit astfel protocolul reacţiei de amidare descris la punctul 3.3, 
însă cu modificarea cantităţii de biocatalizator.  

În acest studiu s-au folosit patru preparate enzimatice obţinute prin 
imobilizarea alcalazei în sol-gel, cantitatea de enzimă utilizată în reacţie fiind de 3 
mg/ml. Prin determinarea cantităţii de proteină conţinute în apele de spălare 
rezultate după imobilizare, s-a calculat randamentul de imobilizare (cuprins între 
82% şi 92%) [172].  

În Tabelul 2.18 se poate observa că randamentul de entrapare este practic 
independent de concentraţia de enzimă folosită la imobilizare.  
 
Tabelul 2.18. Imobilizarea alcalazei în matrici siliconice de sol-gel (DMDMOS:TOMS, 
raport molar 1:1) folosind diferite cantităţi de enzimă 
 

Proteină 
supusă 

imobilizării 
(mg) 

Raport masic 
(mg 

proteină/ 
mmoli silani)

Randament 
de 

imobilizare   
(%) 

Capacitate de 
entrapare 

(%) 

Activitate 
specifică 

(µmoli/h/mg 
proteină) 

58 9,7 84,1 16,5 4,29 
45 7,5 82,2 11,5 10,34 
29 4,8 91,8 8,5 5,21 
17 2,8 91,2 5,7 1,94 

Capacitatea de imobilizare în matricea de sol-gel a fost calculată pe baza cantităţii 
totale de proteină entrapată şi cantitatea de preparat uscat obţinută. 
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Pe baza datelor din Tabelul 2.18 s-a realizat Figura 2.22 care reprezintă 
efectul capacităţii de entrapare asupra activităţii catalitice a biocatalizatorilor în 
reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe.  
 
Tabelul 2.19. Influenţa capacităţii de entrapare asupra eficienţei catalitice a 
preparatelor enzimatice în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe  
 

Capacitate 
de entrapare 

(%) 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

Z-Ala-Phe-NH2 
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OH
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OMe 
(% arie) 

 
16,5 

 

0,5 9,7 0,0 90,3 
2 32,6 0,7 66,7 
4 51,1 1,1 47,9 
21 90,9 3,1 6,0 

       11,5 

0,5 20,7 0,6 78,8 
2 47,8 1,1 51,1 
4 65,4 1,9 32,8 
21 94,0 3,1 3,0 

 
8,5 

 

0,5 8,5 0,4 91,1 
2 23,8 0,7 75,5 
4 35,8 1,2 63,0 
21 73,1 3,5 23,4 

 
5,7 

 

0,5 2,1 0,1 97,8 
2 7,4 0,4 92,1 
4 12,2 0,6 87,2 
21 38,7 2,9 58,4 

 
Se observă că 11,5% a fost valoarea optimă a capacităţii matricei de 

imobilizare pentru care activitatea biocatalizatorului a fost maximă. Conversia 
substratului a fost de 97% după 24 de ore de incubare la 30ºC, amestecul de 
reacţie fiind format din 94% produs de amidare şi doar 3% peptidă liberă rezultată 
în urma hidrolizei esterului metilic (Tabelul 2.19). Supraîncărcarea cu proteină a 
matricei de sol-gel a determinat scăderea activităţii catalitice. În studiile ulterioare 
s-a folosit această valoare optimă a capacităţii de imobilizare. 
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Figura 2.22. Efectul capacităţii de imobilizare a matricei de sol-gel asupra activităţii specifice în 

reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe 
 
2.3.7. Studiul influenţei raportului molar al silanilor precursori 
asupra eficienţei biocatalizatorilor  
 

Pentru a obţine biocatalizatori cu performanţe ridicate, a fost important să se 
determine raportul molar optim al silanilor precursori. Pentru acest studiu s-au 
folosit cinci preparate enzimatice obţinute prin imobilizarea proteazei alcalază 2,4L 
FG prin entrapare în sol-gel conform metodei de la punctul 3.1.1, utilizând ca 
precursori dimetildimetoxisilan (DMDMOS) şi tetrametoxisilan (TMOS) în diferite 
rapoarte molare. Raportul molar relativ al precursorului silanic DMDMOS a fost 
variat între 0,5 şi 8 (Tabelul 2.20). Biocatalizatorii obţinuţi au fost testaţi în reacţia 
de amidare a esterului Z-Ala-Phe-OMe conform protocolului descris la punctul 3.3, 
rezultatele obţinute fiind prezentate în Tabelul 2.21 [172].  
 
Tabelul 2.20. Imobilizarea alcalazei în matrici siliconice de sol-gel la diferite rapoarte 
molare ale silanilor precursori  
 

DMDMOS:TMOS 
(raport molar) 

Timp de 
gelifiere 

(min) 

Randament 
de entrapare 

(%) 

Cantitate de 
preparat 

(mg) 

Capacitate 
de entrapare 

(%) 
0,5:1 1 94 424 10 

1:1 2 84 329 12 

2:1 2 79 197 18 
4:1 3 79 101 35 
8:1 7 46 40 51 

 
Creşterea concentraţiei grupărilor dimetil în amestecul de silani precursori a fost 
benefică până la un raport molar DMDMOS:TMOS de 1:1. Depăşirea acestei valori a 
dus la dificultăţi în formarea gelului şi activităţi mai mici ale preparatelor enzimatice 

BUPT



2.3 Studiul reacţiei de amidare a esterilor C-terminali ai peptidelor     91 
 

 

obţinute. De asemenea, creşterea raportului de DMDMOS a determinat scăderea 
randamentului de imobilizare, precum şi a cantităţii de preparat imobilizat. Această 
tendinţă se poate explica prin dificultatea reacţiei de hidroliză şi condensare a 
silanilor precursori la un conţinut ridicat de grupări hidrofobe. Textura gelului de 
silice este influenţată de viteza relativă a reacţiilor de hidroliză şi condensare [153].  
Valoarea activităţii specifice a fost maximă (11,5 µmoli/h/mg proteină) în cazul 
preparatului obţinut la un raport molar de al silanilor precursori de 1:1, această 
valoare fiind folosită pentru studiile ulterioare. În Figura 2.23 este reprezentată 
influenţa raportului molar al silanilor precursori asupra activităţii enzimatice şi a 
capacităţii de entrapare. 
 
Tabelul 2.21. Reacţia de amidare a esterului metilic Z-Ala-Phe-OMe prin biocataliză 
cu preparate obţinute prin imobilizarea în sol-gel a alcalazei 2,4L FG la diferite 
rapoarte molare ale silanilor precursori  
 

DMDMOS:
TMOS  

(raport 
molar) 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

Z-Ala-
Phe-NH2 
(% arie)

Z-Ala-
Phe-OH 
(% arie)

Z-Ala-
Phe-OMe
(% arie) 

Activitate 
specifică 

(µmoli/h/mg 
proteină) 

0,5:1 

0,5 3,7 1,1 95,2 

2,58 2 14,3 0,9 84,8 
4 26,1 1,19 72,7 
21 71,7 4,58 23,7 

1:1 

0,5 15,6 0,9 83,5 

11,5 2 39,0 1,2 59,8 
4 57,7 1,55 40,8 
21 92,7 3,66 3,6 

2:1 

0,5 10,5 0,98 88,5 

5,07 2 16,2 0,9 82,9 
4 29,9 1,24 68,9 
21 72,7 3,99 23,3 

4:1 

0,5 6,3 0,95 92,8 

1,64 2 15,1 0,9 84,0 
4 25,3 1,22 73,5 
21 65,4 4,08 30,5 

8:1 

0,5 5,2 0,93 93,8 

0,94 2 19,0 0,9 80,1 
4 33,5 1,28 65,3 
21 77,5 4,83 17,7 
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Figura 2.23. Influenţa raportului molar al silanilor precursori asupra activităţii enzimatice şi 

capacităţii de entrapare 
 
2.3.8. Cinetica reacţiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizată de 
alcalaza nativă şi imobilizată  
 

Pentru acest studiu s-a folosit preparatul enzimatic obţinut prin optimizarea 
metodei de imobilizare utilizând un raport masic de 7,5 mg proteină/mmoli silani şi 
DMDMOS:TMOS la un raport molar de 1:1. Pentru compararea corectă a eficienţei 
biocatalizatorilor, în reacţia de amidare s-au folosit aceleaşi unităţi de activitate 
pentru cele două enzime (2,6 U/mg proteină în cazul enzimei libere şi 2,6 U/mg 
preparat în cazul enzimei imobilizate).  

Rezultatele obţinute prin urmărirea reacţiei în timp sunt prezentate în Tabelul 
2.22 şi Figura 2.24. Viteza iniţială de reacţie a fost puţin mai mică în cazul 
preparatului imobilizat comparativ cu enzima nativă, însă la un timp mai îndelungat 
de incubare s-a observat o creştere a eficienţei catalitice a preparatului imobilizat 
faţă de enzima nativă. Aceasta se poate explica prin îmbunătăţirea stabilităţii 
operaţionale a enzimei în urma imobilizării. Valoarea scăzută a vitezei iniţiale după 
imobilizate se poate explica prin apariţia problemelor de difuziune ale substratului 
sau produsului de reacţie în matricea de sol-gel. 
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Tabelul 2.22. Reacţia de amidare a substratului model catalizată de alcalaza nativă 
şi imobilizată 
 

Enzimă 
Timp de 
reacţie 
(min)  

Z-Ala-Phe-NH2 
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OH
(% arie) 

Z-Ala-Phe-OMe 
(% arie) 

Alcalază 
nativă 

10 4,6 1,01 94,3 
30 6,6 1,11 92,3 
120 16,6 2,22 81,1 
240 21,8 2,70 75,5 
1260 44,2 12,71 43,1 

Alcalază 
imobilizată 

10 3,6 0,53 95,8 
30 10,3 0,62 89,1 
120 34,6 1,08 64,3 
240 51,6 1,95 46,5 
1260 86,5 8,62 4,9 
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Figura 2.24. Evoluţia în timp a reacţiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe utilizând aceleaşi unităţi 

de activitate pentru enzima nativă şi imobilizată 
 

Parametrii cinetici ai enzimei native şi imobilizate în reacţia de amidare a Z-
Ala-Phe-OMe au fost determinaţi pentru concentraţiile de substrat aflate în domeniul 
5 şi 350 mM [172]. Entraparea proteazei în matrici de silice a determinat o creştere 
a constantei Michaelis-Menten (KM) de la 55 la 117 mM (Tabelul 2.23), această 
tendinţă fiind corelată cu o afinitate mai scăzută a enzimei pentru substratul 
respectiv. Aceasta se poate explica prin îngreunarea transferului de masă a 
substratului în reţeaua de silice. În acelaşi timp, viteza maximă (VM) a crescut de 
4,4 ori după imobilizare. Eficienţa catalitică totală a reacţiei catalizată enzimatic, 
exprimată prin raportul kcat/KM, a fost de două ori mai mare în cazul alcalazei 
imobilizate, indicând astfel eficacitatea procesului de imobilizare. Cele două curbe 
cinetice, realizate cu ajutorul programului Sigma Plot 7.0 sunt prezentate în figurile 
2.25 şi 2.26. 
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Figura 2.25. Curba Michaelis-Menten în cazul alcalazei native 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 2.26. Curba Michaelis-Menten în cazul alcalazei imobilizate 
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Tabelul 2.23. Cinetica reacţiei de amidare catalizată de alcalaza nativă şi imobilizată 
 

Enzima 
Parametri cinetici 

KM a  
(mM) 

Vmax 
b

 
(μmol/min) 

kcat/KM c 
(mM/min) 

Alcalaza nativă 55 0,28 2,0 x 10-3 

Alcalaza 
imobilizată 117 1,24 4,1 x 10-3 

             a KM : constanta Michaelis-Menten  
             b Vmax : viteza maximă a reacţiei enzimatice 
             c kcat/KM : eficienţa catalitică a biocatalizatorului 
 
2.3.9. Influenţa raportului molar al silanilor precursori asupra 
eficienţei catalitice a alcalazei imobilizate în sisteme terţiare de 
MeTMOS, DMDMOS şi TMOS 
 

Proprietăţile enzimelor imobilizate prin tehnica de sol-gel pot fi influenţate 
semnificativ de natura substituentului R în sistemele binare de trialcoxi- şi 
tetraalcoxisilani (R-Si(OR)3 şi Si(OR)4).  

Deoarece sistemele binare de DMDMOS şi TMOS s-au dovedit a fi cele mai 
eficiente pentru imobilizarea alcalazei, în acest capitol s-au urmărit proprietăţile 
alcalazei imobilizate în sisteme ternare de silani precursori. În studiile anterioare, s-
a demonstrat că preparatele obţinute cu MeTMOS manifestă o activitate scăzută, 
datorită structurii compacte a reţelei de silice. De aceea, pentru a îmbunătăţi 
randamentul de imobilizare al enzimei active (subtilizina) din compoziţia 
preparatului comercial alcalază, acest silan a fost folosit în combinaţie cu DMDMOS 
şi TMOS. Astfel, raportul molar al MeTMOS:DMDMOS a fost variat între 0 şi 1, iar cel 
al (MeTMOS:DMDMOS):TMOS a fost menţinut constant la 1:1. Proprietăţile 
preparatelor enzimatice ternare rezultate au fost caracterizate prin testarea 
eficienţei catalitice în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe folosind carbamatul de 
amoniu ca agent nucleofil. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate în tabelele 
2.24 şi 2.25. 
 
Tabelul 2.24. Influenţa raportului molar al silanilor precursori asupra randamentului 
de imobilizare al alcalazei  
 

MeTMOS:DMDMOS:TMOS 
(raport molar) 

Randament 
de imobilizare 

(%) 

Capacitate 
de entrapare 

(%) 

Cantitate de 
preparat 

(mg) 
0:1:1 73 7,0 461 

0,1:0,9:1 72 6,9 461 
0,3:0,7:1 78 6,4 536 
0,5:0,5:1 82 5,9 616 
0,7:0,3:1 75 5,5 604 
0,9:0,1:1 77 5,4 622 

1:0:1 81 14,1 333 
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Din Tabelul 2.24 se observă că randamentul de entrapare nu a fost 
influenţat de raportul molar al silanilor folosiţi la imobilizare. Valoarea maximă a 
capacităţii de imobilizare s-a obţinut în cazul reţelelor de MeTMOS:TMOS la raport 
molar de 1:1. Creşterea concentraţiei de MeTMOS a determinat obţinerea unor 
preparate enzimatice cu structuri mai dense. Activitatea catalitică calculată după 30 
de minute de incubare, precum şi compoziţia amestecului de reacţie la diferite 
momente ale acesteia sunt prezentate în Tabelul 2.25 şi Figura 2.27. S-a 
demonstrat că sistemele ternare în care compoziţia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 şi 
1,5 mmoli, au fost superioare din punct de vedere al activităţii enzimatice 
comparativ cu sistemul binar format din DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Viteza 
optimă a fost atinsă de preparatul enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei 
folosind precursorii silanici MeTMOS:DMDMOS:TMOS în raport molar de 0,3:0,7:1. 
Randamentul în produs a fost de asemenea influenţat de compoziţia sistemelor 
ternare. Conversia totală a substratului după 24 de ore, randamentul maxim de 
produs de amidare (93,5%), precum şi randamentul minim în produs secundar de 
hidroliză (6,5%) au fost obţinute folosind preparatele enzimatice în care conţinutul 
de MeTMOS a fost minim (0, respectiv 0,3 mmoli MeTMOS). Creşterea concentraţiei 
de MeTMOS din reţeaua de sol-gel a determinat scăderea vitezei iniţiale de reacţie, 
precum şi a productivităţii. Acest fenomen se poate explica prin îngreunarea 
transferului de masă al substratului şi/sau produsului în matricea de sol-gel.     
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Tabelul 2.25. Reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizată de alcalaza imobilizată 
în sisteme binare şi ternare de silani precursori la diferite rapoarte molare  
 

MeTMOS 
(mmoli) 

Timp de 
reacţie 
(ore) 

DP-NH2 
(% arie)

DP-OH 
(% arie)

DP-OMe 
(% arie)

Activitate 
(µmoli DP-
NH2·h-1·mg 

gel-1) 

0 
0,5 51,9 5,2 43,0 

3,68 2 85,2 5,2 9,6 
24 93,5 6,5 0,0 

0,3 
0,5 78,4 9,0 12,7 

5,73 2 91,9 6,8 1,4 
24 93,5 6,5 0,0 

0,9 
0,5 79,9 12,8 7,4 

6,05 2 87,8 8,6 3,6 
24 91,5 7,9 0,6 

1,5 
0,5 62,9 9,9 27,2 

5,60 2 86,9 8,3 4,8 
24 91,1 7,9 1,0 

2 
0,5 27,7 3,1 69,2 

2,45 2 72,7 9,8 17,5 
24 90,3 9,2 0,5 

2,1 
0,5 18,6 2,1 79,3 

1,45 2 40,8 2,8 56,3 
24 91,1 8,9 0,0 

2,7 
0,5 3,6 0,7 95,7 

0,28 2 11,9 1,4 86,7 
24 60,8 11,8 27,5 

3 
0,5 1,7 0,5 97,8 

0,15 2 5,1 0,6 94,3 
24 31,1 7,2 61,7 
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Figura 2.27. Influenţa concentraţiei de MeTMOS asupra eficienţei catalitice a alcalazei 

imobilizate 
 
2.3.10. Influenţa naturii suportului solid asupra eficienţei catalitice 
a alcalazei imobilizate prin entrapare combinată cu adsorbţie 
 

Metoda de imobilizare combinată implică adsorbţia enzimei entrapate în sol-
gel pe suprafaţa unui suport solid inert, care ar putea determina creşterea activităţii 
catalitice, evitarea aglomerării enzimei în timpul procesului de imobilizare, precum şi 
îmbunătăţirea difuziunii substratului sau produşilor spre şi dinspre enzimă 
determinând astfel creşterea vitezei de reacţie [174, 175].  

În acest subcapitol s-a realizat imobilizarea alcalazei prin entrapare combinată 
cu adsorbţie pe suport solid (Celite) conform metodei descrise în capitolul 3.1.2. 
Silanii precursori folosiţi au fost DMDMOS:TMOS în raport molar de 1:1. Proprietăţile 
preparatelor enzimatice rezultate au fost caracterizate prin testarea eficienţei 
catalitice în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe folosind carbamatul de amoniu ca 
agent nucleofil la 30ºC. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate în tabelele 2.26 şi 
2.27. 
 
Tabelul 2.26 Influenţa suportului solid folosit la dubla imobilizare a alcalazei asupra 
randamentului de imobilizare  
 

Suport solid Randament de 
imobilizare (%)

Capacitate de 
entrapare (%)

Cantitate de 
preparat (mg) 

Celite C22 74 3,2 1005 
Celite 521 78 3,2 1062 
Celite 545 76 3,3 1028 

 
Se observă că randamentul, precum şi capacitatea de entrapare nu au fost 

influenţate de natura suportului de imobilizare. Viteza maximă de reacţie (3,49 
µmoli/h/mg gel) a fost obţinută în cazul folosirii preparatului enzimatic adsorbit pe 
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Celite 521. Conversia totală a substratului a fost atinsă după 2 ore de incubare în 
cazul folosirii Celite 521 şi Celite 545 ca suporturi de imobilizare (Tabelul 2.27 şi 
Figura 2.28). Compoziţia amestecului de reacţie după 24 de ore a fost de 94,7% 
produs de amidare şi doar 5,3% produs secundar de hidroliză în cazul reacţiei 
catalizate de alcalaza imobilizată folosind ca suport inert Celite 545. 
 
Tabelul 2.27. Reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizată de alcalaza imobilizată 
prin entrapare şi adsorbţie 
 

Suport solid 
Timp de 
reacţie 
(ore) 

DP-NH2 
(% arie)

DP-OH 
(% arie)

DP-OMe 
(% arie) 

Activitate 
(µmoli/h/

mg gel) 

Celite C22 
0,5 51,8 6,6 41,6 

2,23 2 77,9 4,4 17,6 
24 93,5 5,8 0,6 

Celite 521 
0,5 82,9 10,0 7,1 

3,49 2 93,9 6,1 0,0 
24 93,8 6,2 0,0 

Celite 545 
0,5 75,9 7,6 16,6 

3,21 2 94,1 5,9 0,0 
24 94,7 5,3 0,0 
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Figura 2.28. Influenţa naturii suportului solid asupra eficienţei catalitice a alcalazei imobilizate 

prin metoda combinată 
 
2.3.11. Concluzii parţiale  

 
A fost realizată imobilizarea proteazei alcalază prin entrapare şi entrapare în 

combinată cu adsorbţie pe Celite.  
Dintre proteazele studiate, alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi cea mai eficientă 

în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe, proprietăţile biocatalizatorului fiind 
constante indiferent de lotul din care a provenit. 
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Natura grupării nehidrolizabile a avut o influenţă considerabilă asupra 
eficienţei biocatalizatorilor obţinuţi prin entrapare în sol-gel cu diferiţi silani 
precursori (metoxisilani) la un raport molar de 1:1, în reacţia de amidare a Z-Ala-
Phe-OMe. Creşterea numărului de grupări metil în structura silanului a avut un efect 
favorabil asupra activităţii, aşa cum se poate observa în cazul preparatului obţinut 
cu DMDMOS:TMOS la raport molar de 1:1. 

Valoarea optimă a capacităţii de entrapare, pentru care activitatea specifică a 
preparatului enzimatic a fost maximă, a fost de 11,5% (corespunzând unui raport 
masic de 7,5 mg proteină/mmoli silani), iar raportul molar al silanilor precursori a 
fost de 1:1. 

Eficienţa catalitică totală a reacţiei de amidare catalizată enzimatic, exprimată 
prin raportul kcat/KM, a fost de două ori mai mare în cazul alcalazei imobilizate, 
indicând astfel eficacitatea procesului de imobilizare.  

Sistemele ternare în care compoziţia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 şi 1,5 
mmoli, au fost superioare din punct de vedere al activităţii iniţiale comparativ cu 
sistemul binar format din DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Creşterea în 
continuare a densităţii grupărilor metil (MeTMOS) în reţeaua de sol-gel a avut efect 
nefavorabil asupra vitezei iniţiale de reacţie, precum şi a productivităţii.  

Metoda combinată de entrapare şi adsorbţie este indicată deoarece 
imobilizarea prin efect dublu, de închidere a enzimei în reţea şi depunere pe suport, 
reduce pierderile fizice de biocatalizator concomitent cu menţinerea unei activităţi 
ridicate. Dintre suporturile de adsorbţie, cele mai eficiente s-au dovedit a fi cele de 
tip Celite 545. 
 
 
2.4. Stabilitatea alcalazei native şi imobilizate în reacţia de 
amidare 
 

Stabilitatea reprezintă unul dintre cei mai importanţi parametri din punct de 
vedere al aplicaţiilor biocatalizatorilor în industrie. Pentru acest studiu s-a folosit 
preparatul enzimatic obţinut prin optimizarea metodei de imobilizare utilizând un 
raport masic de 7,5 mg proteină/mmoli silani şi DMDMOS:TMOS la un raport molar 
de 1:1 [172]. 
 
2.4.1. Studiul stabilităţii în timp a preparatelor enzimatice  
 

Stabilitatea enzimelor imobilizate la temperatura camerei este un parametru 
foarte important din punct de vedere al domeniului larg al aplicaţiilor acestora. De 
aceea s-a studiat stabilitatea enzimei imobilizate precum şi celei native prin 
menţinerea acestora la temperatura ambiantă timp de 50 de zile. La diferite 
intervale de timp, respectiv 0, 10, 28, 50 de zile de păstrare, biocatalizatorii au fost 
testaţi în reacţia de amidare a substratului model, determinându-se activitatea în 
primele momente ale reacţiei. Pentru această reacţie s-au folosit aceleaşi unităţi de 
activitate ca şi în studiul anterior (2,6 U/mg proteină în cazul enzimei libere, 
respectiv 2,6 U/mg preparat în cazul celei imobilizate). Rezultatele sunt prezentate 
în tabelele 2.28 şi 2.29. 
 
 
 
 

BUPT



2.4 Studiul stabilităţii alcalazei în reacţia de amidare      101 
 

 

Tabelul 2.28. Stabilitatea în timp a alcalazei native la temperatura ambiantă  
 

Timp de 
condiţionare

(zile) 

DP-NH2 
± SD 
(%) 

DP-OH 
± SD 
(%) 

DP-OMe 
± SD 
(%) 

Activitate 
specifică 
(µmoli 

substrat·h-1·mg 
proteină-1) 

Activitate 
relativă 

(%) 

0 13,8 ± 
0,72 

1,86 ± 
0,69 

84,2 ± 
0,03 663,4 ± 33,9 100 

10 10,8 ± 
1,28 

0,98 ± 
0,30 

88,2 ± 
1,58 517,1 ± 68,4 78 

28 5,8 ± 
0,03 

1,84 ± 
0,08 

92,4 ± 
0,11 291,1 ± 9,97 44 

50 4,85 ± 
0,62 

1,31 ± 
0,22 

93,8 ± 
0,84 225,2 ± 30,55 35 

 
Tabelul 2.29. Stabilitatea în timp a alcalazei imobilizate la temperatura ambiantă 
 

 
Timp de 

condiţionare 
(zile) 

 

DP-NH2 
± SD 
(%) 

DP-OH 
± SD 
(%) 

DP-OMe 
± SD 
(%) 

Activitate 
(µmoli 

substrat·h-1·mg 
gel-1) 

Activitate 
relativă 

(%) 

0 12,5 ± 
0,12 

0,74 ± 
0,01 

86,8 ± 
0,13 1,5 ± 0,01 100 

10 11,9 ± 
0,19 

1,33 ± 
0,67 

88,4 ± 
0,85 1,37 ± 0,03 92 

28 9,8 ± 
0,01 

2,06 ± 
0,09 

89,1 ± 
1,10 1,09 ± 0,13 73 

50 8,4 ± 
0,006 

1,02 ± 
0,01 

90,6 ± 
0,02 1,06 ± 0,001 71 

 
În Figura 2.29 se observă că imobilizarea alcalazei în matrici de sol-gel a 

determinat o îmbunătăţire a stabilităţii în timp a preparatului enzimatic. După o 
perioadă de 50 de zile de păstrare la temperatura ambiantă, alcalaza imobilizată a 
reţinut 71% din activitatea iniţială. În aceleaşi condiţii, enzima nativă a reţinut doar 
35% din activitatea iniţială.  

Aceste rezultate demonstrează că imobilizarea în matrici de sol-gel a 
proteazelor asigură un mediu stabil şi previne pierderea rapidă a activităţii care 
apare în timpul păstrării enzimei la temperatura ambiantă. 
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Figura 2.29. Stabilitatea la păstrare la temperatura camerei a enzimei libere (roşu) şi 
imobilizate în sol-gel (negru) 

 
 
2.4.2. Studiul stabilităţii termice a preparatelor enzimatice 
 

Enzimele îşi pierd activitatea la temperaturi ridicate datorită modificărilor 
conformaţionale ireversibile care apar la nivelul structurii terţiare. Inactivarea 
termică este deci unul dintre motivele care împiedică utilizarea biocatalizatorilor în 
industrie. De aceea, imobilizarea s-a dovedit, în multe cazuri, a fi o alternativă 
promiţătoare în rezolvarea acestei probleme.  

În acest studiu s-a urmărit influenţa temperaturii de incubare asupra eficienţei 
catalitice a alcalazei imobilizate în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Pentru acest 
studiu s-au folosit aceleaşi unităţi de activitate ca şi în studiul anterior (2,6 U/mg 
proteină în cazul enzimei libere, respectiv 2,6 U/mg preparat în cazul celei 
imobilizate). S-a studiat, dacă şi în ce măsură matricea de sol-gel poate să 
protejeze enzima împotriva denaturării termice.  

Stabilitatea termică a enzimelor a fost studiată prin determinarea activităţii 
reziduale după incubarea acestora timp de 10 minute la 30, 40 50, 60, respectiv 
70°C. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate în tabelele 2.30 şi 2.31. 

Activitatea proteazei libere a scăzut progresiv o dată cu creşterea temperaturii 
de incubare, cu o viteză mult mai mare decât cea a preparatul enzimatic rezultat 
prin imobilizare. În cazul enzimei native, activitatea regăsită după incubare (10 
minute la 70°C) a fost de 35% din activitatea iniţială, indicând astfel o sensibilitate 
profundă la încălzire. În condiţii similare, alcalaza imobilizată a reţinut 78% din 
activitatea iniţială (Figura 2.30).  
 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60
Timp (zile)

A
ct

iv
ita

te
 re

la
tiv
ă 

(%
)

BUPT



2.4 Studiul stabilităţii alcalazei în reacţia de amidare      103 
 

 

Tabelul 2.30. Stabilitatea termică a alcalazei native în reacţia de amidare a Z-Ala-
Phe-OMe  
 

Temperatură 
de incubare 

(ºC) 

DP-NH2 
± SD 
(%) 

DP-OH 
± SD 
(%) 

DP-OMe 
± SD 
(%) 

Activitate 
specifică 

(µmoli/h/mg 
proteină) 

Activitate 
relativă 

(%) 

30 13,9 ± 
0,72 

1,86 ± 
0,69 

84,2 ± 
0,03 663,6 ± 33,9 100 

40 13,2 ± 
0,61 

2,17 ± 
0,56 

84,6 ± 
1,17 624,6 ± 22,2 94 

50 11,8 ± 
0,25 

4,25 ± 
0,82 

89,9 ± 
9,05 553,7 ± 51,1 83 

60 9,50 ± 
0,25 

2,47 ± 
0,24 

88,0 ± 
0,01 498,5 ± 13,1 75 

70 4,85 ± 
0,79 

1,43 ± 
0,31 

93,8 ± 
0,47 237,2 ± 45,6 35 

 
Tabelul 2.31. Stabilitatea termică a alcalazei imobilizate prin metoda sol-gel în 
reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe  
 

Temperatură 
de incubare 

(ºC) 

DP-NH2 
± SD 
(%) 

DP-OH 
± SD 
(%) 

DP-OMe 
± SD 
(%) 

Activitate 
(µmoli/h/

mg gel) 

Activitate 
relativă 

(%) 

30 12,5 ± 
0,12 

0,73 ± 
0,01 

86,8 ± 
0,13 1,50 ± 0,08 100 

40 12,9 ± 
0,71 

0,99 ± 
0,37 

86,1 ± 
0,34 1,46 ± 0,04 97 

50 12,5 ± 
1,75 

0,90 ± 
0,26 

86,6 ± 
2,01 1,49 ± 0,20 99 

60 10,6 ± 
0,31 

0,54 ± 
0,05 

89,0 ± 
0,36 1,25 ± 0,02 83 

70 9,70 ± 
1,57 

0,82 ± 
0,44 

89,5 ± 
2,02 1,17 ± 0,13 78 

 
Îmbunătăţirea stabilităţii termice prin imobilizare se poate explica prin 

legăturile formate între moleculele de enzimă şi suportul de imobilizare care previn 
modificările conformaţionale ce pot apărea în urma încălzirii. Abilitatea de a reţine 
activitatea enzimatică la temperaturi ridicate determină lărgirea domeniului de 
utilizare a enzimelor, precum şi numeroase avantaje ca: reducerea riscului de 
contaminare microbiană, scăderea vâscozităţii, creşterea ratei de transfer şi a 
solubilităţii substratului [176]. În opinia altor autori, creşterea stabilităţii a 
proteazelor imobilizate comparativ cu omologii lor solubili se poate datora prevenirii 
fenomenului de autoliză şi denaturării termice [177]. Rezultatele obţinute 
demonstrează că stabilitatea termică a proteazelor poate fi îmbunătăţită prin 
imobilizarea în sol-gel, devenind astfel biocatalizatori atractivi pentru aplicaţiile 
industriale. 
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Figura 2.30. Stabilitatea termică a proteazei imobilizate (negru) comparativ cu cea nativă 
(roşu) la diferite temperaturi de incubare 

 
2.4.3. Studiul reutilizării preparatelor enzimatice în mediu de 
solvent organic în sistem discontinuu 
 

Posibilitatea reutilizării este o caracteristică esenţială a aplicaţiilor practice ale 
biocatalizatorilor. Inactivarea şi pierderea enzimei din matricea de sol-gel reprezintă 
dezavantajele cele mai proeminente din punct de vedere al utilizării pe scară largă a 
enzimelor imobilizate. Reutilizarea alcalazei imobilizate este esenţială pentru 
reducerea costului biocatalizatorului în procesele cu funcţionare continuă sau 
discontinuă.  

În acest studiu s-a urmărit influenţa numărului de reutilizări asupra 
performanţelor alcalazei imobilizate în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Reacţia 
a fost catalizată de preparatul enzimatic obţinut prin entraparea proteazei în matrici 
de sol-gel folosind silanii precursori DMDMOS şi TMOS în raport molar de 1:1 [172]. 
În acest caz s-a folosit o cantitate dublă de enzimă (4 mg/ml sau 5,2 U/mg 
preparat) pentru a evita pierderile apărute în timpul procesului de separare a 
enzimei de mediul de reacţie. După fiecare reutilizare, preparatul enzimatic a fost 
recuperat prin centrifugare şi separare, urmată de spălare cu 2 ml t-BuOH/DMF 
(82,5/17,5, % vol.) între cicluri. Rezultatele obţinute sunt prezentate în Tabelul 
2.32. 
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Tabelul 2.32. Reutilizarea alcalazei imobilizate în reacţia de amidare a dipeptidei Z-
Ala-Phe-OMe (22 de ore de incubare la 30ºC) 
 

Nr. 
cicluri 

DP-NH2  
(%) 

Eficienţa catalitică 
(% DP-NH2·h-1·mg gel-1) 

Eficienţa relativă 
(%) 

1 82,4 0,223 100,0 
2 82,0 0,222 99,3 
3 78,5 0,215 95,3 
4 76,3 0,206 92,3 
5 84,6 0,216 96,6 
6 76,1 0,205 91,8 
7 81,8 0,221 99,1 
8 82,1 0,223 99,8 
9 82,2 0,220 98,6 
10 89,9 0,223 100,1 
11 85,5 0,225 100,8 
12 87,7 0,231 103,5 
13 88,5 0,231 103,5 
14 84,6 0,232 104,1 

 
Se poate observa că preparatul imobilizat şi-a păstrat în totalitate eficienţa 

catalitică chiar şi după 14 reutilizări la 30ºC (Figura 2.31). Nu au existat pierderi de 
activitate pe parcursul reutilizării biocatalizatorului. La finalul experimentului, 
enzima a fost separată din mediul de reacţie, iar supernatantul a fost testat într-o 
noua reacţie de amidare pentru a determina existenţa eventualelor pierderi de 
proteină din matricea de sol-gel apărute în timpul păstrării îndelungate a acesteia în 
solvent organic.  
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Figura 2.31. Influenţa numărului de reutilizări asupra eficienţei catalitice relative a alcalazei 

imobilizate 
 
Rezultatele au demonstrat că alcalaza imobilizată în matrici siliconice prezintă 

stabilitate operaţională şi mecanică ridicată în timpul menţinerii prelungite în solvent 
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organic. Acest fenomen se poate explica prin faptul că imobilizarea prin entrapare 
reduce pierderile fizice de enzimă, acesta fiind un avantaj important în utilizarea 
biocatalizatorilor la scară industrială. Posibilitatea de reutilizare a enzimei imobilizate 
este esenţială mai ales în procesele în care costul enzimelor este ridicat. 
 
2.4.4. Studiul stabilităţii operaţionale a alcalazei imobilizate în 
sistem continuu 
 

Posibilitatea de reutilizare este o caracteristică esenţială în aplicaţiile practice 
ale biocatalizatorilor. Deoarece reactoarele în strat fix de catalizator continuă să 
domine aplicaţiile la scară largă industrială a enzimelor imobilizate, s-a studiat un 
astfel de sistem pentru reacţia de amidare a peptidei model Z-Ala-Phe-OMe. Astfel, 
s-a realizat sinteza în regim continuu a Z-Ala-Phe-NH2 folosind alcalaza din Bacillus 
lichenifiormis imobilizată în matrici de sol-gel derivate din DMDMOS şi TMOS în 
raport molar de 1:1 [167]. Reactorul, conţinând catalizatorul şi agentul nucleofil 
(carbamatul de amoniu) sub formă de straturi suprapuse, precum şi schema 
instalaţiei sunt prezentate în figurile 2.32 şi 2.33.  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Stabilitatea operaţională a proteazei entrapate în sol-gel a fost studiată prin 
reutilizarea coloanei în strat fix de catalizator la temperatură ambiantă. Rezultatele 
sunt prezentate în Tabelul 2.33. La prima trecere a soluţiei de substrat prin coloană 
cu un debit de 0,15 ml/min, s-a atins un randament de produs de amidare de 
aproximativ 60%.  

Aşa cum reiese din Figura 2.34, alcalaza imobilizată a dovedit a avea o 
stabilitate operaţională remarcabilă. Eficienţa catalitică relativă (calculată ca 
randamentul de produs de amidare după prima trecerea a soluţiei de substrat prin 
coloană) a fost de 0,98 chiar şi după 10 cicluri de utilizare repetată.  

Agitator magnetic 

Substrat 

Produs

Alcalază 
imobilizată 

   Carbamat 
   de amoniu 

Figura 2.32. Reactorul în strat fix
conţinând alcalaza imobilizată şi
agentul nucleofil sub formă de straturi
suprapuse 

Figura 2.33. Schema instalaţiei de
obţinere enzimatică a Z-Ala-Phe-NH2 în
regim continuu 
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Tabelul 2.33.  Reutilizarea reactorului în strat fix de catalizator în sinteza Z-Ala-Phe-
NH2 (debit: 0,15 ml/min) 
 

Nr. cicluri DP-NH2 
(%) 

Eficienţa 
relativă  

1 53,0 1,00 

2 52,8 0,99 

3 57,5 1,08 

4 49,6 0,94 

5 50,8 0,96 

6 54,3 1,03 

7 56,6 1,07 

8 54,7 1,03 

9 53,5 1,01 

10 51,9 0,98 
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Figura 2.34. Influenţa numărului de reutilizări asupra eficienţei catalitice relative a reactorului 

în strat fix de catalizator 
 

Conversia totală a substratului a fost atinsă după 5 ore de recirculare a 
soluţiei de substrat prin coloana de catalizator, la un debit de 0,75 ml/min (Tabelul 
2.34 şi Figura 2.35). Randamentul în produs obţinut a fost de 90% produs de 
amidare şi 10% produs secundar rezultat în urma hidrolizei substratului.  
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Tabelul 2.34. Sinteza Z-Ala-Phe-NH2 în sistem continuu prin recircularea soluţiei de 
substrat 
 

Timp de reacţie 
(ore) DP-NH2 (%) DP-OH (%) DP-OMe (%) 

0,0 0,0 0,0 100,0 
1,0 64,0 4,0 32,0 
2,0 82,0 7,0 11,0 
3,0 86,6 7,3 6,1 
4,0 90,0 8,4 1,6 
5,0 90,0 10,0 0,0 

 
Acest prim set de experimente preliminare demonstrează clar eficienţa şi 

stabilitatea alcalazei imobilizate prin tehnica de sol-gel pentru sinteza amidelor 
dipeptidelor în sistem continuu.  
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Figura 2.35. Evoluţia reacţiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe în regim continuu 

 
2.4.5. Concluzii parţiale 
 

Preparatele imobilizate au prezentat stabilitate termică şi de condiţionare 
ridicată pe intervalul studiat în comparaţie cu enzima nativă. După o perioadă de 50 
de zile de păstrare la temperatura ambiantă, alcalaza imobilizată a reţinut 71% din 
activitatea iniţială. În aceleaşi condiţii, enzima nativă a reţinut doar 35% din 
activitatea iniţială.  

Activitatea proteazei native a scăzut progresiv o dată cu creşterea 
temperaturii de incubare. Astfel, după incubarea la o temperatură de 70°C, enzima 
nativă a pierdut 65% din activitatea iniţială, în timp pierderea de activitate a 
alcalazei entrapate a fost doar de 22%. 

Imobilizarea prin entrapare s-a dovedit a fi o metodă eficientă care permite 
utilizarea repetată a enzimei, cu menţinerea proprietăţilor biocatalitice. Imobilizarea 
alcalazei în matrici de sol-gel (DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1) a determinat o 
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creştere însemnată a stabilităţii enzimei, activitatea reziduală după 14 reutilizări în 
mediu organic fiind de 100%. 

Alcalaza imobilizată a fost de asemenea testată pentru producerea continuă a 
Z-Ala-Phe-NH2. Nu s-au remarcat pierderi în activitatea alcalazei imobilizate în cazul 
reutilizării coloanei de biocatalizator, acesta fiind principalul avantaj al imobilizării 
prin entrapare. 
 
2.5. Caracterizarea morfologică a biocatalizatorilor obţinuţi 
prin metoda sol-gel 
 
2.5.1. Microscopia electronică de scanare (SEM) 
 

Microscopia electronică de baleiaj (SEM) a fost efectuată pentru a determina 
efectul silanilor precursori folosiţi la imobilizare asupra structurii morfologice a 
preparatelor sol-gel. În acelaşi timp, analiza spectrofotometrică a semnalului de 
fluorescenţă emis prin acţiunea razelor X a permis identificarea calitativă a 
elementelor prezente în probă, acest semnal fiind dependent de numărul atomic al 
elementului respectiv. Imaginile SEM au oferit informaţii despre microstructura, 
porozitatea şi textura materialelor. În continuare se va discuta influenţa naturii, 
precum şi raportului molar al silanilor precursori asupra structurii morfologice a 
preparatelor studiate. Această structură va fi corelată cu activitatea 
biocatalizatorului în reacţia de amidare a dipeptidei model.   

 

 
                                   (a) 
 

 
                                   (b) 
Figura 2.36. Imaginea SEM (a) şi spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate prin entrapare în sol-

gel obţinut din precursorul TMOS 
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Imaginea SEM a alcalazei entrapate în matrici de sol-gel formate din TMOS 
prezintă existenţa unor nanoparticule în blocuri compacte neregulate, ceea ce a 
determinat blocarea accesului substratului la centrul catalitic al enzimei şi astfel 
scăderea activităţii (Figura 2.36 a). Principalele elemente care apar în spectrul EDX 
(Figura 2.36 b) sunt siliciul, oxigenul, carbonul, azotul provenit probabil din enzimă, 
precum şi sodiu şi fluor din catalizatorul care a fost utilizat la imobilizare. 

 
 

   
 

 
 
  

 
 
 

Figura 2.37. Imaginile SEM (a, b) şi spectrele EDX (c, d) ale preparatelor cu alcalază 
imobilizată prin entrapare în sol-gel, pe bază de TMOS şi DMDMOS, respectiv APrTMOS. 

 
O posibilă explicaţie a scăderii activităţii preparatului enzimatic obţinut cu 

APrTMOS:TMOS poate fi structura compactă a acestuia care determină blocarea 
enzimei în interiorul unor pori mai mici. Imaginea SEM (Figura 2.37 b) prezintă 
existenţa unor blocuri compacte neregulate comparativ cu preparatul obţinut cu 
DMDMOS:TMOS (Figura 2.37 a) care prezintă o structură mai poroasă, ceea ce 
explică performanţele catalitice ridicate ale acestui biocatalizator. Principalele 
elemente care apar în spectrele EDX (Figura 2.37 c şi 2.37 d) sunt siliciul, oxigenul, 
carbonul, azotul din structura enzimei, fluorul şi sodiul provenite din catalizatorul 
utilizat (NaF). Se observă o creştere a conţinutului de azot în cazul preparatului în 

(a) DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1 (b) APrTMOS:TMOS, raport molar 1:1 

(c) DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1 (d) APrTMOS:TMOS, raport molar 1:1 
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care s-a folosit APrTMOS, ceea ce arată prezenţa suplimentară a acestui element în 
structura silanului precursor.  
 
 

 
                                    (a) 

 
                                   (b) 

 
Figura 2.38. Imaginea SEM (a) şi spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate în sol-gel obţinut din 

precursorii VTMOS şi TMOS în raport molar de 1:1 
 

Figura 2.38 a) prezintă imaginea SEM a alcalazei entrapate în geluri derivate 
de VTMOS şi TMOS în raport molar de 1:1. Suprafaţa este mult diferită faţă de 
preparatele prezentate anterior, având o structură amorfă cu pori foarte mici. Deşi 
oferă o serie de informaţii utile, analiza structurală nu este suficientă pentru a se 
putea trage concluzii asupra activităţii şi reproductibilităţii metodei de imobilizare, 
nepermiţând localizarea enzimei în matricea de sol-gel. Din spectrul EDX (Figura 
2.38 b) se observă prezenţa principalelor elemente: siliciu, oxigen, carbon şi azot 
provenit din enzimă, precum şi sodiu şi fluor provenite din catalizatorul folosit la 
imobilizare. 
 

Utilizarea metodei combinate de entrapare şi adsorbţie pe Celite 545 a dus la 
obţinerea unei structuri diferite a preparatului, aşa cum era de aşteptat. Din 
imaginea SEM prezentată în Figura 2.39 a) se poate observa că zonele poroase 
alternează cu structuri sub formă de fagure, provenite din compoziţia suportului de 
Celite. Structura este mai puţin aglomerată decât în cazul preparatului obţinut prin 
entrapare simplă. Pe lângă componentele de bază ale matricii de sol-gel, acest 
preparat conţine şi aluminiu, constituent al suportului de Celite (Figura 2.39 b).   
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                                   (a) 

 
                                   (b) 
   

Figura 2.39. Imaginea SEM (a) şi spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate prin metoda 
combinată de entrapare (DMDMOS şi TMOS, raport molar 1:1) şi adsorbţie pe Celite 545 

 
Scăderea activităţii preparatelor enzimatice o dată cu creşterea concentraţiei 

de MeTMOS în reţeaua de sol-gel se poate datora structurii compacte, rezultând 
astfel blocarea enzimei în interiorul unor pori mai mici. Imaginea SEM a preparatului 
obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici derivate de MeTMOS:DMDMOS:TMOS în 
raport molar de 0,9:0,1:1 este prezentată în Figura 2.40 b. Se observă o structură 
formată din blocuri compacte neregulate, care se diferenţiază mult de cea formată 
cu aceiaşi silani la un raport molar de 0,3:0,7:1, aceasta având o structură mult mai 
poroasă (Figura 2.40 a). 
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Figura 2.40. Imaginile SEM (a, b) şi spectrele EDX (c, d) ale preparatelor cu alcalază 

imobilizată prin entrapare în sol-gel, pe bază de MeTMOS:DMDMOS:TMOS la diferite rapoarte 
molare 

 
În Tabelul 2.35 sunt prezentate rezultatele analizei calitative ale principalelor 

elemente identificate în preparatele enzimatice supuse acestei investigaţii 
structurale. Ele confirmă prezenţa componentelor utilizate în cursul procesului de 
imobilizare, ceea ce arată faptul că rămân parţial înglobate în xerogelul obţinut. 
Astfel, toate preparatele conţin carbon, oxigen şi siliciu, componente de bază ale 
matricii de sol-gel. Prezenţa aluminiului este observată şi în preparatele obţinute 
prin entrapare simplă, nu doar în cel obţinut prin metoda combinată. Catalizatorul 
adăugat pentru polimerizare (NaF) nu a fost în totalitate eliminat în procesul de 
spălare (o parte rămânând probabil în pori), fapt confirmat de prezenţa elementelor 
în xerogel. Prezenţa enzimei în preparat poate fi demonstrată de prezenţa 
elementului azot în elementele identificate.   
 
 
 
 
 
 

(a) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,3:0,7:1 (b) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,9:0,1:1 

(c) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,3:0,7:1 (d) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,9:0,1:1 
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Tabelul 2.35. Analiza SEM-EDX a unor preparate de alcalază imobilizată prin metoda 
sol-gel şi metoda combinată  
 

Silani precursori  
(raport molar) 

Suport 
solid 

Compoziţia elementară (%) 
C N O F Na Si Al 

TMOS - 29,2 3,2 43,8 0,21 0,18 23,3 - 
DMDMOS:TMOS 

(1:1) 
- 35,9 3,0 37,4 0,22 0,04 22,6 0,81 

APrTMOS:TMOS 
(1:1) 

- 38,2 9,4 44,5 0,36 0,12 43,7 1,57 

VTMOS:TMOS 
(1:1) 

- 35,1 2,6
7 

36,0 0,25 0,08 25,9 - 

MeTMOS:DMDMOS
:TMOS (0,3:0,7:1) 

- 44,6 2,8
4 

34,0 0,26 0,2 18,1 - 

MeTMOS:DMDMOS
:TMOS (0,9:0,1:1) 

- 35,6 3,5
7 

40,6 0,1 0,3 19,9 - 

DMDMOS:TMOS, 
1:1 

Celite 545 33,6 2,9
7 

37,9 0,28 0,56 22,4 1,31 

 
Intensitatea picurilor din spectrul EDX permite şi o evaluare semicantitativă a 

elementelor prezente în preparatele enzimatice. Valorile obţinute pentru preparatele 
analizate sunt prezentate în Tabelul 2.35. În cazul preparatelor obţinute prin metoda 
combinată, ar trebui să avem un conţinut de carbon considerabil mai mic decât în 
cazul celor imobilizate prin entrapare, datorită prezenţei suportului de Celite. De aici 
rezultă că sol-gelul este adsorbit pe suprafaţa suportului de Celite şi nu în interiorul 
porilor, îmbunătăţind astfel accesul reactanţilor la enzimă. Datele obţinute prin 
această metodă sunt doar estimative deoarece distribuţia elementelor în preparat 
este neuniformă, depinzând de zona care a fost analizată.    
 
2.5.2. Spectroscopia FTIR 
 

Spectroscopia IR este una dintre cele mai cunoscute şi mai folosite metode de 
analiză a structurii secundare a polipeptidelor şi proteinelor.  

Deoarece alcalaza nativă este soluţie apoasă, spectrul IR a fost realizat prin 
tehnica ATR. Aceasta prezintă un spectru caracteristic proteinelor (Figura 2.41), 
benzile cele mai importante fiind atribuite grupării amidice (CONH). În domeniul 
3400-3200 cm-1 apare banda corespunzătoare vibraţiilor de valenţă N-H. În cazul 
nostru această bandă apare la 3257 cm−1. Între 1690-1600 cm−1 apare banda 
corespunzătoare vibraţiilor de valenţă C=O. În cazul alcalazei, această bandă apare 
la 1645 cm−1. Între 1575-1480 cm−1 apare banda corespunzătoare vibraţiile de 
valenţă C-N amidice şi vibraţiilor de deformare în plan ale grupării N-H [178]. 
Datorită vibraţiilor catenelor laterale şi a legăturilor de hidrogen din proteină, apare 
un grup complex benzi între 1450-1200 cm−1. Dintre benzile care apar datorită 
prezenţei grupărilor din catenele laterale ale aminoacizilor se pot menţiona: banda 
de la 2940 cm−1 datorată vibraţiei de valenţă a grupării CH3 şi cele de la 1037 cm−1 
şi 1107 cm−1.  
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Figura 2.41. Spectrul IR al alcalazei native 
 

Preparatele enzimatice imobilizate de alcalază au fost caracterizate prin 
spectroscopie de IR, pentru comparaţie fiind realizat spectrul gelului martor fără 
enzimă. Aceste spectre au fost realizate prin tehnica de transmisie, în pastilă de 
KBr. Benzile caracteristice compuşilor cu siliciu sunt următoarele: 3700-3200 cm−1 

(Si-OH, de valenţă), 1275-1260 cm−1 (Si-CH3, deformare în plan simetrică), 1110-
1000 cm−1 (Si-O-CH3, valenţă asimetrică), 850-800 (Si-O-CH3, valenţă simetrică), 
765 cm−1 (Si-CH3, valenţă) [179].  

Se poate observa că spectrul corespunzător preparatului enzimatic obţinut cu 
silanii precursori DMDMOS şi TMOS în raport molar de 1:1 prezintă aceste benzi la 
3700-3200 cm−1 (bandă largă), 1264 cm−1, 1084 cm−1, 806 şi 849 cm−1 (Figura 
2.42). Nu se observă diferenţe semnificative între benzile din spectrul sol-gelului 
martor şi cel al preparatului enzimatic, cu excepţia benzii de la 1654 cm−1 atribuită 
vibraţiei de valenţă a grupării C=O amidice. Intensitatea acesteia este însă scăzută 
datorită concentraţiei scăzute a enzimei din matricea de sol-gel. De asemenea, mai 
apar două benzi slabe ca intensitate la 1541 cm−1 şi 1406 cm−1 care au fost 
atribuite vibraţiilor de deformare în plan ale grupării N-H, respectiv vibraţiilor 
catenelor laterale din structura proteinei.      
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Figura 2.42. Spectrele IR pentru: a. matricea sol-gel martor formată din DMDMOS:TMOS, 1:1; 
b. preparatul enzimatic obţinut prin entraparea alcalazei în sol-gel cu DMDMOS:TMOS, 1:1 

 
 
 
 

a 

b 
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Figura 2.43. Spectrele IR pentru: a. matricea sol-gel martor formată din APrTMOS:TMOS, 1:1; 
b. preparatul enzimatic obţinut prin entraparea alcalazei în sol-gel cu APrTMOS:TMOS, 1:1 

 
S-a studiat de asemenea spectrul IR al preparatului enzimatic care a prezentat 

activitate minimă în reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe, obţinut cu silanii 
precursori APrTMOS şi TMOS în raport molar de 1:1. Se poate observa că în spectrul 
sol-gelului martor apar două benzi la 1651 cm−1 şi 1568 cm−1 care nu pot fi atribuite 
grupării amidice a enzimei (Figura 2.43). Acestea sunt benzile corespunzătoare 
vibraţiei de deformare a legăturii N-H corespunzătoare aminelor primare care apar 
în domeniul 1640-1560 cm−1. În cazul preparatului enzimatic, banda de la 1651 
cm−1 se intensifică datorită probabil suprapunerii cu cea corespunzătoare grupării 
C=O amidice din enzimă.      

  

a 

b 
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Figura 2.44. Spectrele IR pentru preparatele obţinute prin: a. entrapare în sol-gel cu 
DMDMOS:TMOS, 1:1; b. entrapare in sol-gel cu DMDMOS:TMOS, 1:1 urmată de depunere pe 

Celite 545 
 

În cazul în care pentru imobilizare s-a utilizat metoda de entrapare în sol-gel 
combinată cu adsorbţie (Figura 2.44), spectrul IR nu prezintă nici o diferenţă faţă de 
cel al preparatului obţinut doar prin entrapare simplă cu aceeaşi silani precursori 
(DMDMOS şi TMOS). Acest lucru demonstrează faptul că sol-gelul s-a format într-
adevăr şi s-a depus pe suportul de Celite. 
   
2.5.3. Microscopia cu fluorescenţă 
 

Microscopia cu fluorescenţă a fost folosită pentru a studia distribuţia enzimei 
în interiorul matricei de sol-gel. În acest studiu, alcalaza a fost marcată cu un 
fluorocrom (isotiocianat de fluoresceină) înainte de imobilizare. 

Isotiocianatul de fluoresceină (FITC) este un compus format dintr-o moleculă 
de fluoresceină funcţionalizată cu o grupare isotiocianat reactivă (-N=C=S) la unul 
dintre atomii de hidrogen ai inelului din partea de jos a structurii.  
 

 

a 

b 
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O OHO

N
C

S

COOH

isotiocianat de fluoresceinã (FITC)  
 
Acest derivat este folosit foarte des pentru marcarea proteinelor. Gruparea 

isotiocianat reacţionează cu grupările amino primare, sulfhidril, imidazoil, tirozil sau 
carbonil din structura proteinelor, peptidelor şi a altor biomolecule. Cu toate 
acestea, doar derivaţii formaţi cu amine primare (de exemplu: lizina) sunt stabili.  
 

FITC enzimã-FITCenzimã

conjugare+

 
 

Figura 2.45. Reprezentarea schematică a complexului enzimă-FITC 
 

Pentru comparaţie, s-au realizat trei experimente control în care complexul 
alcalază-FITC a fost înlocuit cu: alcalază liberă, apă distilată sau fracţiunea FITC 
eluată la acelaşi volum de retenţie cu alcalaza.   

În continuare se va discuta influenţa naturii, precum şi raportului molar al 
silanilor precursori asupra distribuţiei enzimei în preparatele enzimatice studiate. 
Acest parametru va fi corelat cu activitatea biocatalizatorului în reacţia de amidare a 
dipeptidei model.  

Imaginea fluorescentă a complexului alcalază-FITC imobilizat în matrici de 
DMDMOS şi TMOS (raport molar de 1:1) este reprezentată în Figura 2.46 a). 
Distribuţia uniformă a agentului de marcare (FITC) indică o distribuţie uniformă a 
enzimei în matricea de sol-gel. Preparatele control, obţinute cu aceeaşi silani 
precursori, sunt reprezentate în Figura 2.46 b), c) şi d). Doar complexul alcalaza-
FITC prezentă fluorescenţă, lucru confirmat de absenţa acesteia în preparatele 
realizate pentru control.    
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a) b) 
 

 
c) 

 
d) 

 
Figura 2.46. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obţinute cu DMDMOS:TMOS 

(raport molar, 1:1): a) alcalază-FITC; b) alcalază; c) FITC (fracţiunea eluată la acelaşi volum 
de retenţie cu alcalaza; d) gel martor (fără enzimă) 

 
Imaginea fluorescentă a complexului alcalază-FITC imobilizat în matrici de 

APrTMOS şi TMOS (raport molar de 1:1) este reprezentată în Figura 2.47 a). Nu 
există diferenţe semnificative în ceea ce priveşte fluorescenţa celor două preparate 
enzimatice obţinute cu DMDMOS:TMOS, respectiv APrTMOS:TMOS (raport molar, 
1:1). Particulele celui din urmă sunt formate din blocuri mai compacte. În concluzie, 
diferenţa de activitate dintre cele două preparate enzimatice (discutată în capitolul 
2.3.4) nu este dată de distribuţia enzimei în interiorul matricei de sol-gel, ci probabil 
de morfologia acestora.  
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a) b) 
 

 
c) 

 
d) 

 
Figura 2.47. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obţinute cu APrTMOS:TMOS 

(raport molar, 1:1): a) alcalază-FITC; b) alcalază; c) FITC (fracţiunea eluată la acelaşi volum 
de retenţie cu alcalaza; d) gel martor (fără enzimă) 

 
Influenţa raportului molar al silanilor precursori asupra distribuţiei alcalazei în 

interiorul matricei de sol-gel a fost realizată pentru preparatele obţinute cu 
MeTMOS:DMDMOS:TMOS, în raport molar de 0,3:0,7:1 (Figura 2.48), respectiv 
0,9:0,1:1 (Figura 2.49). Şi în acest caz fluorescenţa a fost totală pentru cele două 
preparate, confirmând astfel distribuţia uniformă a enzimei în suportul de 
imobilizare. Creşterea concentraţiei de MeTMOS a determinat obţinerea unor 
particule compacte de dimensiuni mai mari.  
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a) 
 

b) 
 

 
c) 

 
d) 

 
Figura 2.48. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obţinute cu MeTMOS: 

DMDMOS:TMOS (raport molar, 0,3:0,7:1): a) alcalază-FITC; b) alcalază; c) FITC (fracţiunea 
eluată la acelaşi volum de retenţie cu alcalaza; d) gel martor (fără enzimă) 

 
 

 
a) 

 
b) 
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c) 

 
d) 

 
Figura 2.49. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obţinute cu MeTMOS: 

DMDMOS:TMOS (raport molar, 0,9:0,1:1): a) alcalază-FITC; b) alcalază; c) FITC (fracţiunea 
eluată la acelaşi volum de retenţie cu alcalaza; d) gel martor (fără enzimă) 

 
2.5.4. Concluzii parţiale 
 

Imaginile SEM oferă informaţii utile despre microstructura, porozitatea şi 
textura preparatelor enzimatice analizate. Creşterea densităţii grupărilor metil a dus 
la obţinerea unor structuri formate din blocuri compacte neregulate, mai puţin 
poroase. Utilizarea metodei combinate de entrapare şi adsorbţie pe Celite 545 a dus 
la o structură total diferită a preparatului enzimatic, imaginea SEM prezintă zone 
poroase ce alternează cu structuri sub formă de fagure. 

Rezultatele analizei cantitative confirmă prezenţa componentelor utilizate în 
cursul procesului de imobilizare şi în preparatul rezultat după spălare şi uscare, ceea 
ce dovedeşte faptul că ele rămân parţial înglobate fizic sau chimic în xerogelul 
obţinut. 

Spectroscopia FTIR este o metodă utilă pentru confirmarea structurii 
preparatelor obţinute prin metoda sol-gel şi prin metoda combinată, prezenţa 
enzimei fiind demonstrată de banda caracteristică grupării amidice. În cazul metodei 
combinate, gelul format se depune pe suprafaţa suportului solid, fapt demonstrat de 
identitatea spectrelor celor două preparate enzimatice. 

Vizualizarea enzimei în interiorul matricei de sol-gel s-a realizat prin legarea 
enzimei de un fluorocrom (izotiocianatul de fluoresceină), entraparea complexului 
enzimă-FITC şi folosirea microscopiei de fluorescenţă pentru a localiza enzima în 
interiorul matricei de sol-gel. Imaginile de fluorescenţă au demonstrat o distribuţie 
uniformă a enzimei în interiorul matricei de sol-gel, indiferent de natura silanilor 
precursori utilizaţi la imobilizare.  
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3. PARTEA EXPERIMENTALĂ 
 
 
3.1. Metode de imobilizare a enzimelor 
 
Materiale 
 

În studiile de imobilizare s-au utilizat: tetrametoxisilan TMOS 98%, 
propiltrimetoxisilan PrTMOS 98%, viniltrimetoxisilan VTMOS 98%, octiltrimetoxisilan 
OcTMOS 97% 3-aminopropiltrimetoxisilan APTMOS 97%, feniltrimetoxisilan PhTMOS 
97%, (Alfa Aesar Brunschwig Chemie, Olanda), tetraetoxisilan TEOS 98% (Fluka), 
dimetildimetoxisilan DMDMOS 96% (Fluka), metilfenildimetoxisilan MPDMOS 95% 
(Aldrich), iso-butiltrimetoxisilan i-BuTMOS, 97% (Brunschwig), polietilenglicol PEG 
20000 4% (Sigma Aldrich), fluorură de sodiu (Sigma Aldrich), alcool izopropilic 
(Sigma Aldrich), Celite 545 (Merck), Celite 521 (Aldrich), Celite C22 (Loba Chemie), 
n-hexan 98% (Merck). 

Enzimele folosite au fost: subtilizina A din Bacillus licheniformis (Sigma 
Aldrich), alcalaza-CLEA (CLEA-Technologies, Delft, The Netherlands), alcalaza 2,4L 
FG şi alcalaza 2,5L DX (Novozymes). 
 
3.1.1. Imobilizarea enzimelor prin entrapare în sol-gel 
 
Metoda generală 
 Într-o fiolă de sticlă de 4 ml s-au introdus diferite cantităţi de protează (300, 
500, 780, 1000 µl soluţie), 200 µl PEG 20000 4%, 100 µl NaF 1M şi 200 µl alcool 
izopropilic. Amestecul rezultat s-a menţinut 5 minute pe agitatorul magnetic pentru 
omogenizare, după care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite 
rapoarte molare, menţinându-se agitarea până în faza iniţială a formării gelului. 
Gelul obţinut a fost păstrat în frigider timp de 24 de ore pentru o polimerizare 
completă, apoi a fost spălat cu 10 ml apă deionizată, 5 ml alcool izopropilic şi 5 ml 
hexan. Preparatul obţinut s-a uscat la temperatura camerei timp de 48 de ore [180, 
181]. Conţinutul de proteine din apele de spălare a fost determinat utilizând metoda 
Bradford. 
 
3.1.2. Imobilizarea enzimelor prin entrapare în sol-gel combinată cu 
adsorbţie  
 
Metoda generală 

Într-o fiolă de sticlă de 4 ml s-au introdus 780 µl soluţie protează, 200 µl 
PEG 20000 4%, 100 µl NaF 1M şi 200 µl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a 
menţinut 5 minute pe agitatorul magnetic pentru omogenizare, după care s-au 
introdus precursorii silanici (DMDMOS:TMOS, 6 mmoli) în raport molar de 1:1, 
menţinându-se agitarea până în faza iniţială a formării gelului, moment în care s-a 
introdus 0,5 g suport solid. Gelul obţinut a fost păstrat în frigider timp de 24 de ore 
pentru o polimerizare completă, apoi a fost spălat cu 10 ml apă deionizată, 5 ml 
alcool izopropilic şi 5 ml hexan. Preparatul obţinut s-a uscat la temperatura camerei 
timp de 48 de ore.  
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Conţinutul de proteine din apele de spălare a fost determinat utilizând metoda 
Bradford. 

3.2. Metode de analiză 
 
3.2.1. Metoda Bradford de determinare a proteinelor 
 

Dozarea proteinelor în soluţie (domeniul 0,1-1,4 mg/ml, folosind BSA ca 
standard) se bazează pe formarea unui complex în urma reacţiei proteinei din 
soluţie cu reactivul de culoare Brilliant Blue G. Maximul de absorbţie al complexului 
proteină-Brilliant Blue G este în domeniul 465-595 nm. Reactivul Bradford nu 
necesită diluţie, folosindu-se microplăcuţe speciale pentru determinarea proteinelor.  
 
Etalonarea soluţiei de BSA prin metoda Bradford 
 
Materiale 
Pentru acest studiu s-au folosit următoarele: albumină serică bovină 2 mg/ml şi 
reactiv Bradford (Sigma Aldrich).   
 
Mod de lucru 

S-au realizat soluţii de albumină serică bovină (BSA) de diferite concentraţii în 
apă deionizată (0,15-1,2 mg/ml). S-au luat câte 5 µl din aceste soluţii şi s-au 
introdus în microplăcuţele corespunzătoare, adăugându-se apoi 250 µl reactiv 
Bradford. Probele obţinute au fost menţinute la temperatura camerei timp de 10 
minute, apoi s-a citit extincţia la 595 nm faţă de un martor obţinut în aceleaşi 
condiţii, dar cu înlocuirea soluţiei de BSA cu apă deionizată. Pentru siguranţa 
determinării probele au fost realizate în duplicat. Determinările s-au efectuat cu 
ajutorul unui spectrofotometru Safire (Tecan Benelux BVBA, Giessen, the 
Netherlands). S-a reprezentat grafic extincţia în funcţie de cantitatea de proteină. 
Această reprezentare este de forma unei drepte cu ecuaţia: 
 

E = b · Cp 
unde:  

E – extincţia 
b – panta dreptei 
Cp – cantitatea de proteină (mg/ml) 

 
Determinarea conţinutului de proteine 
 
Mod de lucru 

Pentru aceste determinări s-au folosit microplăcuţe cu 96 de poziţii în care s-
au introdus 5 µl soluţie de probă necunoscută şi 250 µl reactiv Bradford. Proba a 
fost menţinută la temperatura camerei timp de 10 minute, apoi s-a citit extincţia la 
595 nm faţă de un martor obţinut în aceleaşi condiţii, dar cu înlocuirea probei cu apă 
deionizată. Pentru siguranţa determinării probele au fost realizate în duplicat. 
Concentraţia de proteină din probă s-a determinat cu formula: 
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dE
b
1C ⋅⋅=   (mg/ml) 

unde: 
d – diluţia probei 

    
Cantitatea de proteină imobilizată s-a calculat prin diferenţa dintre cantitatea 

de proteină supusă imobilizării şi cea regăsită în apele de spălare. Randamentul de 
imobilizare s-a calculat prin raportarea cantităţii de proteină imobilizată la cea 
iniţială.  
 
ηimobilizare = (cantitate proteine imobilizate / cantitate totală proteine) x 100 (%) 

  
3.2.2. Analiza cromatografică de lichide de înaltă performanţă 
(HPLC) 
 

Determinările cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu fază 
inversă (RP), echipat cu un detector UV cu şir de diode, autosampler şi coloană 
Atlantis T3 3 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220, 
256 sau 280 nm. Compuşii au fost eluaţi cu acetonitril conţinând 0,1% acid 
trifluoracetic (TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5 
ml/minut. 

Pentru etalonarea compuşilor analizaţi s-au realizat soluţii standard de diferite 
concentraţii, reprezentându-se grafic aria picului respectiv în funcţie de concentraţie. 
Această dependenţă este liniară de forma y = bx. În Tabelul 3.1 se pot observa 
parametrii dreptelor de etalonare pentru compuşii studiaţi.  
 
Tabelul 3.1. Parametrii dreptelor de etalonare 
 

Nr. crt. Compus b λ (nm) 
1 Z-Ala-Phe-OtBu 681054 220 
2 Z-Val-Leu-OtBu 340360 220 
3 Z-Val-Met-OtBu 468411 220 
4 Z-Val-Gln-OtBu 351211 220 
5 Z-Val-Asn-OtBu 321764 220 
6 Z-Val-Tyr-OtBu 4000000 220 
7 Z-Val-Ser-OtBu 283622 220 
8 Z-Val-Ala-OtBu 299159 220 
9 Z-Val-Phe-OtBu 824970 220 
10 Z-Val-Lys(Boc)-OtBu 335690 220 
11 Z-Ala-Phe-Ala-OtBu 1000000 220 
12 Boc-Ala-Asp(OtBu)-Trp-Phe-OtBu 2000000 280 
13 Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-OtBu 2000000 220 
14 Boc-Gly-Phe-Met-Pro-Phe-Trp-OtBu 2000000 280 
15 Z-Ala-Phe-OMe 711352 220 
16 Z-Ala-Phe-NH2 785326 220 
17 Z-Ala-Phe-OH 782891 220 

     
Cu ajutorul acestor parametri se poate calcula concentraţia de substrat consumat, 
precum şi cea de produs format în reacţie:  
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dA
b
1C ⋅⋅=  (mM) 

unde: 
A - aria picului cromatografic 
d - diluţia probei 

 
 
3.2.3. Electroforeza proteinelor pe gel de poliacrilamidă 
 

Electroforeza se foloseşte pentru a estima gradul de dizolvare a unei 
proteine în gradient, pe o coloană cu schimb de ioni, pentru a stabili numărul 
proteinelor prezente într-un amestec sau pentru a le separa pe baza mărimii şi 
greutăţii moleculare, folosind geluri SDS (dodecilsulfat de sodiu). SDS îmbracă 
proteina în aşa fel încât atunci când aceasta este încălzită şi denaturată, polipeptida 
va fi  complet îmbrăcată de SDS şi nu mai are sarcină electrică naturală. Toate 
proteinele migrează cu aceeaşi rată cu excepţia situaţiei în care gelul are pori de 
dimensiune mică, care restricţionează migrarea acestor molecule, în aşa fel încât ele 
se vor separa pe baza mărimii lor şi nu a sarcinii electrice. Electroforeza în gel de 
poliacrilamidă, în condiţii denaturante (în prezenţa dodecilsulfatului de sodiu, SDS, 
0,1%) este o tehnică de separare a proteinelor pe baza masei lor moleculare. Astfel, 
moleculele de mărimi diferite se vor separa formând benzi distincte în interiorul 
gelului.  

  
Mod de lucru 

Electroforeza pe gel de poliacrilamidă (PAGE) a fost realizată în sistem 
continuu cu SDS, în plan vertical. Pentru electroforeză s-au utilizat geluri 
prefabricate de poliacrilamidă de tipul NuPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels (10%) 
furnizate de InvitrogenTM. Tamponul folosit pentru migrarea moleculelor a fost 
preparat prin adăugarea a 40 ml tampon NuPAGE MES (acid 2-(N-morfolino)-
etansulfonic) şi 760 ml apă deionizată. Prepararea probelor a fost realizată în tuburi 
eppendorf de 1,5 ml în care s-au adăugat 6,5 µl probă, 2,5 µl tampon NuPAGE LDS 
(dodecilsulfat de litiu) şi 1 µl NuPAGE agent reducător (2-mercaptoetanol). Probele 
au fost centrifugate câteva secunde pentru omogenizare şi incubate timp de 10 
minute la 95ºC. În camera interioară a sistemului de electroforeză s-au adăugat 200 
ml tampon NuPAGE SDS, iar în cea exterioară 600 ml din acelaşi tampon. Condiţiile 
de migrare au constat în aplicarea unui voltaj de 200 V timp de 35 de minute. 
Sistemul de electroforeză utilizat în ambele cazuri a constat dintr-un aparat de 
electroforeză vertical. Evidenţierea proteinelor în geluri s-a realizat prin colorare cu 
Coomasie Brilliant Blue R-250, protocolul folosit fiind o adaptare a celui utilizat de 
Novex sau prin colorare argentică („silver staining”) [182]. 
 
3.2.4. Analiza cromatografică de excluziune (SEC) 
  

Cromatografia de excluziune este denumită şi cromatografie pe gel (SEC), în 
care fenomenul principal este difuzia, iar separarea se face în funcţie de mărimea 
efectivă a moleculelor componentelor. Cromatografia de excluziune (SEC) este 
folosită pentru separarea moleculelor în soluţie pe baza maselor moleculare ale 
acestora. Această metodă este aplicată în general moleculelor mari, cum ar fi 
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proteine şi polimeri industriali. Atunci când faza mobilă este o soluţie apoasă, 
această tehnică este numită cromatografie de filtrare pe gel. 
 
Mod de lucru 

Purificarea enzimelor studiate a fost efectuată pe un cromatograf AKTA 
Purifier echipat cu detector UV şi coloană Superdex 200 PG (Amersham). Detecţia 
componentelor s-a realizat la 280 nm. Pentru calibrare s-au folosit soluţii standard 
de proteine cu diferite mase moleculare: catalază (M = 232 kDa), aldolază (M = 158 
kDa), BSA (M = 67 kDa), ovalbumină (M = 43 kDa) şi ribonuclează (M = 13,7 kDa). 
Blue dextranul (2000 kDa) a fost folosit pentru determinarea volumului mort (V0 = 
8,14 ml) al coloanei. Eluţia componentelor s-a realizat cu tampon fosfat de pH 6,0, 
0,15 M NaCl, debitul fiind de 0,5 ml/min (Figura 3.1 şi Figura 3.2).  
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Figura 3.1. Cromatograma amestecului standard de proteine 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 3.2. Caracteristica de etalonare a soluţiei standard de proteine realizată prin  

cromatografia de excluziune 
 

S-a citit absorbanţa fracţiunilor colectate la 280 nm. Masa moleculară a 
proteinelor s-a calculat prin reprezentarea grafică a coeficientului de partiţie ca 
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funcţie de logaritmul masei moleculare corespunzător standardelor. Ecuaţia a fost 
utilizată pentru determinarea maselor moleculare ale proteinelor necunoscute.  
 
Coeficientul de partiţie (Kav) poate fi exprimat ca: 
 

Kav = (Ve-V0) / (Vt-V0) 
unde: 

Ve – volumul de eluţie al proteinei necunoscute 
V0 – volumul de eluţie al blue-dextranului (8,14 ml) 
Vt – volumul de eluţie al picului corespunzător conductivităţii obţinut la 

sfârşitul eluţiei (20,81 ml) 
 
3.2.5. Microscopia electronică de scanare (SEM) cuplată cu 
spectrometria de raze X cu dispersie de energie (EDX) 
 

Microscopul electronic cu baleiaj (SEM) utilizează un fascicul focalizat de 
electroni de energie ridicată pentru a genera semnale diferite pe suprafaţa 
particulelor solide. Semnalele produse în urma interacţiunilor electron-probă 
dezvăluie informaţii despre morfologia (textura) probei, compoziţia chimică şi 
structura cristalină a acesteia. 

Tehnicile de lucru folosite sunt: 
- în vid înaintat (High-vacuum mode) (10-5 mbar) folosit pentru imagistica şi 

microanaliza probelor conductoare şi/sau probelor preparate convenţional. 
- în vid preliminar (Low-vacuum mode) (< 270 Pa) folosit pentru imagistica şi 

microanaliza probelor fără preparare. 
 

Imaginile SEM şi spectrele EDX au fost realizate cu ajutorul unui microscop 
electronic de baleiaj Inspect S + Edax Genesis XM 2i (FEI Company, Olanda). Acest 
microscop conţine trei lentile electromagnetice prealiniate răcite cu aer, coloană 
optimizată pentru rezoluţie înaltă şi curent de fascicul mare cu o singură deschidere 
pe lentila fixă. Elementele principale ale opticii electronice în cazul acestui 
echipament au fost: 

 
- sursa: reprezentată printr-un filament de wolfram montat în ansamblul tun 

electronic de tip tetrodă; 
- tensiunea: 200 V – 30 kV; 
- curentul fasciculului: > 2 µA; 
- rezoluţia: 3 nm pe specimenul standard cu particule de aur separate pe 

substrat de carbon, la 30 kV pentru ambele moduri de operare (10 nm la 3 
kV în modul High-vacuum şi <12 nm la 3 kV în modul Low-vacuum); 

- domeniul de focalizare: 3-99 mm. 
- magnificaţia: 6x – 1,000,000x cu afişare pe monitor standard LCD de 19’’; 
- câmpul de vizualizare: identic în High şi Low-vacuum (18 mm la cea mai 

mare distanţă de lucru). 
 
Mod de lucru – imagistică calitativă 

Proba solidă (aproximativ 1-2 mg) aşezată pe o bandă dublu adezivă de 
carbon a fost iniţial pulverizată cu aer comprimat pentru evitarea contaminării 
coloanei electromagnetice, după care a fost introdusă în camera microscopului. S-a 
folosit modul vidului înaintat (High-vacuum), iar când presiunea a atins valoarea de 
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aproximativ 1,56·10-2 Pa şi curentul de emisie a ajuns la 100 µA, s-a început 
scanarea (baleiarea). Zonele de interes au fost aduse la magnificaţia 
corespunzătoare, obţinându-se astfel imaginile SEM. 
 
Mod de lucru – analiză semicantitativă prin spectrometrie de raze X cu dispersie de 
energie (EDX)  

Spectrele EDX au fost realizate cu ajutorul spectrometrului fotoelectronic cu 
dispersie. Această tehnică constă în iradierea probei aflată într-un spaţiu cu vid 
înaintat, cu radiaţii X, fotoelectronii emişi fiind separaţi în funcţie de energiile lor 
cinetice într-un spectrometru fotoelectronic. Identificarea elementelor se face în 
funcţie de valorile nivelelor energetice ale fotoelectronilor emişi. După identificarea 
elementelor în spectrul EDX, s-a realizat şi cuantificarea acestora, obţinându-se 
astfel informaţii despre compoziţia semicantitativă.    
 
3.2.6. Spectroscopia FTIR  
 

Spectrele FTIR s-au înregistrat folosind spectrometrul Jasco FT/IR-410. 
Analizele IR s-au realizat în pastilă de KBr în cazul probelor solide.  
 
3.2.7. Marcarea proteinelor cu fluorocromi  
 

Izotiocianatul de fluoresceină este unul dintre cei mai recomandaţi fluorocromi 
pentru metoda anticorpilor şi proteinelor fluorescente. Izotiocianaţii reacţionează cu 
grupările aminice libere ale proteinelor, formând o legătură tiocarbamidică. În 
aceste reacţii prezintă interes în special grupările aminice ale lizinei. Superioritatea 
izotiocianatului de fluoresceină faţă de izocianat constă nu numai în prepararea 
uşoară şi conservarea mai bună, ci şi în fluorescenţa de patru ori mai intensă a 
conjugatelor sale.  
 
Materiale şi aparatură 

Pentru această procedură s-au folosit: alcalază 2,4L FG (Novozymes), 5(6)-
izotiocianat de fluoresceină (Fluka), soluţie tampon borat (50 mM, pH 8,5), soluţie 
tampon fosfat (0,1 M, 0,15 M NaCl, pH 7,2), N,N-dimetilformamidă (Sigma Aldrich), 
Sephadex G-25 medium (Pharmacia Fine Chemicals AB Uppsala, Suedia), saci de 
dializă 25 mm (1,0 in) (Sigma-Aldrich), microscop inversat cu fluorescenţă Olympus 
IX70. 
 
Mod de lucru 

Purificarea enzimei s-a realizat prin dializă, în tampon borat de 50 mM, la pH 
8,5. După dializă, cantitatea de proteine din probă a fost determinată prin metoda 
Bradford. Reacţia de cuplare s-a realizat într-o eprubetă de sticlă prin incubarea a 
3,5 ml soluţie de alcalază rezultată la dializă (34 mg proteină/ml) şi 1711,5 µL 
soluţie FITC, timp de o oră la temperatura camerei (conform PIERCE EZ-LabelTM 
FITC Labeling Kit). Reacţia s-a realizat la întuneric sub folie de aluminiu.  
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Numărului de mmoli de FITC a fost calculat cu relaţia: 
 

M
110cVnFITC ⋅⋅⋅=  (mmoli) 

unde: 
nFITC - numărul de moli de FITC necesari (mmoli); 
V - volumul soluţiei enzimatice (ml); 
c - concentraţia soluţiei enzimatice (mg/ml); 
10 - excesul molar al FITC; 
M – masa moleculară a proteinei (mg/mmol). 

 
Volumului de soluţie de FITC s-a calculat cu relaţia: 

 
100MnVFITC ⋅⋅=  (µl) 

unde: 
VFITC – volumul soluţiei de FITC (µl); 
n – numărul de mmoli de FITC (mmoli); 
M – masa moleculară a FITC (mg/mmol) ; 
100 – volumul de DMF (µl) necesar pentru a dizolva 1 mg FITC; 

 
Separarea FITC libere de cea legată de proteină s-a realizat pe coloană 

umplută cu Sephadex G-25. Eluţia componentelor s-a realizat cu tampon fosfat 0,1 
M, 0,15 M NaCl de pH 7,2. S-a citit absorbanţa fracţiunilor colectate la 280 nm. La 
finalul separării, concentraţia soluţiei de proteină legată a fost de 0,23 mg 
proteină/ml.   

Soluţia fluorescentă de proteină legată a fost concentrată prin lofilizare la -
55ºC timp de 34 de ore. În final, proba solidă a fost redizolvată în apă distilată, 
obţinându-se o suspensie având concentraţia de 6 mg proteină/ml. Această 
suspensie s-a folosit la imobilizare. Imaginile fluorescente au fost înregistrate cu 
ajutorul microscopului inversat cu fluorescenţă Olympus IX70. 
 
3.2.8. Metoda spectrofotometrică de determinarea activităţii 
subtilizinei A native 
 
Materiale şi aparatură 

În reacţiile de hidroliză s-au folosit: N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidă 
(Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamidă, (Sigma Aldrich), soluţie tampon fosfat (10 
mM pH 6.2) şi soluţie tampon PBS (20 mM fosfat şi 0,15 M NaCl, pH 7,0). 
Determinările experimentale au fost realizate prin metoda colorimetrică folosindu-se 
spectrofotometrul UV-VIS (UV-1201 series, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).  
Catalizator: subtilizina A nativă (Sigma Aldrich). 
 
Mod de lucru  

Într-o cuvă de plastic de 1 ml s-au adaugat 0,9 ml soluţie tampon PBS 20 mM 
şi 0,05 ml soluţie N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidă 10 mM. Amestecul de 
reacţie a fost termostatat la 25°C timp de 5 minute, după care reacţia a fost iniţiată 
prin adăugarea a 0,05 ml soluţie de enzimă (4 μg/ml). S-a urmărit creşterea în 
absorbanţă la 412 nm timp de 10 minute faţă de un martor conţinând aceeaşi 
concentraţie de substrat.  
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Activitatea enzimatică a fost determinată pe baza vitezei iniţiale de reacţie  
conform următoarei relaţii: 

 
Activitatea =  (ΔA)·V·10-3/t·ε·m     (μmol/min · mgenzimă) 

 
unde:   

ΔA/t - viteza iniţială de reacţie (A.u./min) 
 ε - coeficientul molar de extincţie al p-nitroanilidei  (8,9 mM-1cm-1) 
 V - volumul de reacţie (ml) 

 m - cantitatea de enzimă (mg) 
 

3.3. Reacţia de amidare enzimatică a Z-Ala-Phe-OMe 
 
Materiale şi aparatură 

În reacţiile de amidarea s-au folosit: Z-Ala-Phe-OMe (Bachem AG), carbamat 
de amoniu (99%, Sigma Aldrich), t-butanol (Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamidă 
(Sigma Aldrich), acetonitril (Merck) şi carusel pentru reacţii paralele termostatat, 
prevăzut cu agitare magnetică (GreenHouse PlusTM Parallel Synthesizer; Radleys 
Discovery Technologies).  

Catalizatori: proteaza alcalază 2,4L FG (Novozymes) nativă şi imobilizată. 
Determinările cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu fază 

inversă (RP), echipat cu un detector UV cu şir de diode, autosampler şi coloană 
Atlantis T3 3 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220, 
256 sau 280 nm. Compuşii au fost eluaţi cu acetonitril conţinând 0,1% acid 
trifluoracetic (TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5 
ml/minut. 

Conţinutul de apă al amestecului de reacţie a fost determinat prin titrare Karl-
Fischer, folosindu-se titratorul K-F 720 KFS Titrino (Metrohm, Elveţia). 
 
Mod de lucru 

Condiţiile optime pentru reacţia de amidare a dipeptidei model (Z-Ala-Phe-
OMe) au fost descrise de [172]. 

Reacţiile au fost realizate în fiole de sticlă de 10 ml în care s-au introdus: 0,05 
mmoli Z-Ala-Phe-OMe, 0,5 mmoli carbamat de amoniu şi 5 ml solvent (t-
BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol). Solvenţii folosiţi în reacţie au fost uscaţi pe site 
moleculare de 4Å timp de 24 de ore. Amestecul de reacţie a fost termostatat la 
30°C timp de 30 de minute sub agitare magnetică, după care reacţia a fost iniţiată 
prin adăugarea a 10 mg (2,6 U/mg preparat) alcalază imobilizată sau 10 μl (2,6 
U/mg proteină) alcalază nativă. Reacţia a fost incubată 21 de ore la 30°C. Reacţiile 
au fost realizate în duplicat. Au fost prelevate probe la diferite intervale care s-au 
diluat cu un volum egal de acetonitril.  

Pe baza analizelor efectuate, s-a calculat randamentul de amidă format la 
diferite intervale de timp pe baza ariilor picurilor şi activitatea enzimatică în primele 
momente ale reacţiei.  
 

enzima mg  timp
  format produs moliμ  Activitate

⋅
=  (U/mg) 
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3.4. Hidroliza enzimatică a esterilor terţ-butilici C-terminali ai 
peptidelor 
 
Materiale şi aparatură  

În reacţiile de hidroliză s-au folosit următoarele substraturi: 
- dipeptide: Z-Ala-Phe-OBut, Z-Val-Ala-OBut, Z-Val-Asn-OtBu, Z-Val-Gln- 

OBut,  Z-Val-Leu-OBut, Z-Val-Lys(Boc)-OBut, Z-Val-Met-OBut,  
      Z-Val-Phe-OBut, Z-Val-Ser-OBut, Z-Val-Tyr-OBut (Diosynth); 
- tripeptide: Z-Ala-Phe-Ala-OBut (Diosynth) ; 
- tetrapeptide: Boc-Ala-Asp(OBut)-Trp-Phe-OBut, Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-

OBut (Diosynth); 
- hexapeptide: Boc-Gly-Phe-Met-Pro-Phe-Trp-OBut (Diosynth). 

 
Catalizatori: alcalaza 2,4L FG, alcalaza 2,5L DX (Novozymes), subtilizina A din 

Subtilisin Carlsberg, 11 U/mg (Sigma Aldrich), alcalaza-CLEA 31 NPA U/g (05789, 
CLEA Technologies, Olanda) şi  alcalaza-CLEA (08331, Diosynth).   

Solvenţi: N,N-dimetilformamidă (Sigma Aldrich) şi soluţie tampon fosfat 0,1 
M, pH 7,0. 

Determinările cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu fază 
inversă (RP), echipat cu un detector UV cu şir de diode, autosampler şi coloană 
Atlantis T3 3 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220 
sau 280 nm. Compuşii au fost eluaţi cu acetonitril conţinând 0,1% acid trifluoracetic 
(TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul a fost de 0,5 ml/minut. 
 
Mod de lucru 

Condiţiile optime pentru reacţia de hidroliză selectivă enzimatică a esterilor 
terţ-butilici ai peptidelor studiate au fost descrise de [9]. 

Reacţiile au fost realizate în fiole de sticlă de 10 ml la diferite concentraţii de 
substrat (5-150 mM). Hidroliza a fost realizată la un volum total de 1 ml în amestec 
de DMF/tampon (diferite concentraţii). Amestecul de reacţie a fost termostatat la 
40°C sub agitare magnetică, reacţia fiind iniţiată prin adăugarea alcalazei native sau 
imobilizate. S-au prelevat probe la diferite intervale de timp care s-au diluat cu un 
volum egal de acetonitril.  
 

3.5. Reutilizarea preparatelor enzimatice imobilizate în 
reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe 
 
Materiale şi aparatură 

În aceste reacţii s-au folosit: Z-Ala-Phe-OMe (Bachem AG), carbamat de 
amoniu (99%, Sigma Aldrich), t-butanol (Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamidă 
(Sigma Aldrich), acetonitril (Merck), incubator (Memmert Modell 500) şi rotor 
(Stuart SB2) pentru reacţii paralele.  

Catalizatori: preparatul enzimatic obţinut prin imobilizarea preteazei Alcalază 
2,4L FG în matrici derivate din DMDMOS şi TMOS (1:1, raport molar).  

Determinările cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu fază 
inversă (RP), echipat cu un detector UV cu şir de diode, autosampler şi coloană 
Atlantis T3 3 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220 
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nm. Compuşii au fost eluaţi cu acetonitril conţinând 0,1% acid trifluoracetic (TFA) cu 
un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5 ml/minut. 
 
Mod de lucru 

Reacţiile au fost realizate în fiole de sticlă de 4 ml în care s-au introdus: 0,04 
mmoli Z-Ala-Phe-OMe, 0,4 mmoli carbamat de amoniu şi 4 ml solvent (t-
BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol). Solvenţii folosiţi în reacţie au fost uscaţi pe site 
moleculare de 4Å timp de 24 de ore. Amestecul de reacţie a fost termostatat la 
30°C timp de 30 de minute sub agitare magnetică, după care reacţia a fost iniţiată 
prin adăugarea a 16 mg alcalază imobilizată. După fiecare reutilizare (22 de ore de 
reacţie) s-a prelevat probă care a fost ulterior diluată cu un volum egal de acetonitril 
şi analizată prin HPLC. Preparatul enzimatic a fost separat prin centrifugare, spălat 
cu 2 ml solvent (t-BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol) şi reutilizat într-o nouă reacţie. Pe 
baza analizelor efectuate s-a calculat randamentul de amidă format la sfârşitul 
reacţiei pe baza ariilor picurilor şi eficienţa catalitică. Eficienţa catalitică a fost 
exprimată ca procent de amidă format într-o oră de către 1 mg enzimă imobilizată. 
Reacţiile au fost realizate în duplicat. 
 

3.6. Utilizarea preparatelor enzimatice imobilizate în sistem 
continuu  
 
Materiale şi aparatură 

În aceste reacţii s-au folosit: Z-Ala-Phe-OMe (Bachem AG), carbamat de 
amoniu (99%, Sigma Aldrich), t-butanol (Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamidă 
(Sigma Aldrich), acetonitril (Merck), pompă peristaltică şi coloană de sticlă.  

Catalizatori: preparatul enzimatic obţinut prin imobilizarea proteazei alcalază 
2,4L FG în matrici derivate din DMDMOS şi TMOS (1:1, raport molar).  

Determinările cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu fază 
inversă (RP), echipat cu un detector UV cu şir de diode, autosampler şi coloană 
Atlantis T3 3 µm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220 
nm. Compuşii au fost eluaţi cu acetonitril conţinând 0,1% acid trifluoracetic (TFA) cu 
un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5 ml/minut. 
 
Mod de lucru 

Sistemul continuu a fost realizat dintr-o coloană de sticlă (15 cm lungime şi 
0,68 cm diametrul interior) umplută cu enzimă imobilizată (1,2 g) şi carbamat de 
amoniu (3 g) aşezate în straturi de aproximativ 1 cm. Soluţia de substrat Z-Ala-Phe-
OMe (5 ml, 50 mM) a fost introdusă în coloană şi recirculată cu un debit de 
aproximativ 0,5 ml/minut până când conversia acestuia a fost totală. Probele 
prelevate la diferite intervale de timp s-au diluat cu un volum egal de acetonitril şi 
apoi au fost analizate prin HPLC. Pe baza analizelor efectuate, s-a calculat 
randamentul de amidă format la diferite intervale de timp pe baza ariilor picurilor 
cromatografice. 
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4. CONCLUZII FINALE 
 

Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost obţinerea de noi 
biocatalizatori stabili care să prezinte eficienţă ridicată în deprotejarea şi amidarea 
peptidelor C-terminale. Producţia la scară industrială este favorizată de folosirea 
enzimelor imobilizate, deoarece permite reutilizarea biocatalizatorului, procesul 
devenind mult mai economic. 

 În prima parte a tezei este prezentat un studiu de literatură cu privire la 
structura şi proprietăţile catalitice ale serin-proteazelor, imobilizarea acestora prin 
entrapare în sol-gel, precum şi utilizarea enzimelor în sinteza şi modificarea 
peptidelor biologic active. Acest studiu, a reprezentat fundamentul ştiinţific pentru 
obiectivele care au fost urmărite în partea de cercetări experimentale. 

 
Studiile realizate în cadrul contribuţiilor originale au avut următoarele 

obiective: 
 

• Elaborarea unei noi metode de imobilizare prin entrapare în sol-gel a 
alcalazei din Bacillus licheniformis. 

• Optimizarea parametrilor de imobilizare pentru obţinerea de 
biocatalizatori cu eficienţă catalitică îmbunătăţită în cazul 
funcţionalizării grupării carboxilice C-terminale (amidare şi hidroliză). 

• Biocatalizatorul obţinut să fie stabil în condiţiile de proces şi să 
manifeste proprietăţi constante indiferent de lotul din care provine. 

• Studiul stabilităţii termice şi operaţionale a preparatelor enzimatice în 
reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. 

• Reutilizarea preparatelor enzimatice obţinute prin entrapare în mediu 
de solvent organic. 

• Obţinerea de biocatalizatori stabili care să fie utilizaţi în procese 
continue. 

• Imobilizarea alcalazei prin entrapare în sisteme ternare de silani 
precursori şi prin entrapare combinată cu adsorbţie pentru 
îmbunătăţirea activităţii catalitice. 

• Caracterizarea preparatelor enzimatice folosind metode instrumentale 
de analiză structurală.   

 
Din studiile experimentele, efectuate în conformitate cu obiectivele stabilite, 

au rezultat urmatoarele concluzii: 
 
Reacţii de hidroliză selectivă a peptidelor catalizate de alcalaza-CLEA 
 
Peparatul comercial alcalaza-CLEA (imobilizată prin înreţelare) a fost utilizat în 

reacţia de deprotecţie selectivă a esterilor terţ-butilici ai peptidelor în mediu de 
solvent organic/apă. În urma studiului influenţei concentraţiei de DMF din mediul de 
reacţie asupra eficienţei catalitice a proteazei în reacţia de hidroliză a dipeptidei Z-
Ala-Phe-OBut, s-a observat că valoarea optimă pentru care s-a obţinut activitatea 
maximă a biocatalizatorului a fost de 50% (vol). Creştere concentraţiei de DMF 
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(peste 50%) a avut un efect negativ asupra eficienţei catalitice determinând o 
scădere a acesteia datorită efectului inactivant al solventului organic.  

La aceeaşi concentraţie de DMF, activitatea esterazică a fost maximă, în cazul 
hidrolizei selective a tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OtBu)-Trp-Phe-OBut. Excesul de apă 
determină hidroliza produsului format deoarece acesta acţionează doar ca agent 
nucleofil în reacţie. De asemenea, flexibilitatea moleculelor de enzimă creşte, 
determinând o scădere a activităţii catalitice datorită modificărilor conformaţionale.  

În cazul dipeptidelor cu formula generală Z-Val-AA-OBut, prezenţa 
aminoacizilor cu grupări hidrofobe la poziţia C-terminală, a determinat scăderea 
activităţii catalitice a alcalazei-CLEA. 

 
Obţinerea de noi biocatalizatori stabili şi eficienţi pentru funcţionalizarea 

grupării carboxilice C-terminale a peptidelor 
 
Dintre proteazele studiate, cele mai bune activităţi în reacţia de amidare a Z-

Ala-Phe-OMe, folosind carbamat de amoniu ca agent nucleofil, le-a prezentat 
preparatul comercial alcalaza 2,4L FG din Bacillus licheniformis. 

Această protează a prezentat proprietăţi constante în ceea ce priveşte 
compoziţia proteică şi activitatea catalitică, independent de lotul de provenienţă.  

La imobilizarea alcalazei 2,4L FG prin entrapare în sisteme binare de 
precursori metoxisilanici, prezenţa grupei nehidrolizabile dimetil în reţeaua de sol-
gel a dus la cele mai mari valori ale activităţii şi randamentului de produs în reacţia 
de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Capacitatea de imobilizare a atins valoarea optimă la 
11,5%, corespunzând unui raport masic de 7,5 mg proteină/mmoli silani. De 
asemenea, raportul molar al silanilor precursori pentru care eficienţa catalitică a 
enzimei a fost maximă, a fost de 1:1. Astfel, prin optimizarea metodei de imobilizare 
s-au obţinut catalizatori eficienţi şi reproductibili.  

În urma imobilizării, afinitatea proteazei a scăzut datorită limitărilor 
difuzionale ale substratului şi/sau produsului în matricea de sol-gel, însă eficienţa 
catalitică (kcat/KM) a fost de două ori mai mare comparativ cu alcalaza nativă.  

Creşterea stabilităţii termice reprezintă una dintre principalele avantaje ale 
imobilizării, datorită efectului de protecţie al suportului, mai ales în cazul unor 
supraîncălziri locale, de scurtă durată, cauzate de efectul termic al reacţiei. 
Preparatele imobilizate au prezentat stabilitate termică şi de păstrare ridicată pe 
intervalul studiat în comparaţie cu enzima nativă.  

Reutilizarea enzimei reprezintă un alt obiectiv important al imobilizării pentru 
aplicaţiile industriale. Tehnica de entraparea în sol-gel şi-a demonstrat eficienţa şi 
sub acest aspect. S-a obţinut astfel o creştere însemnată a stabilităţii enzimei, 
neexistând pierderi de activitate chiar şi după 14 reutilizări în solvent organic. 

Prin imobilizare, procesele pot fi operate în regim continuu, ceea ce permite 
automatizarea lor. Alcalaza entrapată în sol-gel a fost astfel utilizată cu succes în 
producerea continuă a Z-Ala-Phe-NH2, prin reacţia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe 
folosind carbamat de amoniu ca agent nucleofil. 

Tehnica de entrapare în sisteme ternare de silani precursori, precum şi cea de 
entrapare combinată cu adsorbţie a dus la obţinerea unor biocatalizatori cu 
activitatea catalitică ridicată în reacţia de amidare studiată. Sistemele ternare, în 
care compoziţia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 şi 1,5 mmoli, au fost superioare din 
punct de vedere al activităţii iniţiale comparativ cu sistemul binar format din 
DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Creşterea în continuare a densităţii grupărilor 
metil (MeTMOS) în reţeaua de sol-gel a avut efect nefavorabil asupra vitezei iniţiale 
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de reacţie, precum şi a productivităţii. Metoda combinată de entrapare şi adsorbţie 
este indicată deoarece imobilizarea prin efect dublu, de închidere a enzimei în reţea 
şi depunere pe suport, reduce pierderile fizice de biocatalizator concomitent cu 
menţinerea unei activităţi ridicate. Dintre suporturile de adsorbţie, cele mai bune s-
au dovedit a fi cele de tip Celite 545. 

 
Investigarea structurală a preparatelor imobilizate 
 
Imaginile realizate prin microscopia electronică de baleiaj (SEM) cuplată cu 

spectrometria de raze X cu dispersie de energie (EDX) s-au obţinut informaţii utile 
despre microstructura, porozitatea şi textura preparatelor enzimatice imobilizate, 
precum şi evaluarea prezenţei elementelor existente în preparatele caracterizate. S-
a observat că morfologia suprafeţei gelului este influenţată de natura precursorilor 
silanici folosiţi la imobilizare şi de raportul molar al acestora. Creşterea densităţii 
grupărilor metil a dus la obţinerea unor structuri formate din blocuri compacte 
neregulate, mai puţin poroase. Utilizarea metodei combinate de entrapare şi 
adsorbţie pe Celite 545 a dus la o structură total diferită de a preparatului enzimatic, 
imaginea SEM prezintă zone poroase ce alternează cu structuri sub formă de fagure. 
Rezultatele analizei cantitative confirmă prezenţa componentelor utilizate în cursul 
procesului de imobilizare şi în preparatul rezultat după spălare şi uscare, ceea ce 
dovedeşte faptul că ele rămân parţial înglobate fizic sau chimic în xerogelul obţinut. 

Spectroscopia FTIR este o metodă utilă pentru confirmarea structurii 
preparatelor obţinute prin metoda sol-gel şi prin metoda combinată, prezenţă 
enzimei fiind demonstrată de banda caracteristică grupării amidice. În cazul metodei 
combinate, gelul format se depune pe suprafaţa suportului solid, fapt demonstrat de 
identitatea spectrelor celor două preparate enzimatice. 

Vizualizarea enzimei în interiorul matricei de sol-gel s-a realizat prin legarea 
enzimei de un fluorocrom (izotiocianatul de fluoresceină), entraparea complexului 
enzimă-FITC şi folosirea microscopiei de fluorescenţă pentru a localiza enzima în 
interiorul matricei de sol-gel. Imaginile de fluorescenţă au demonstrat o distribuţie 
uniformă a enzimei în interiorul matricei de sol-gel, indiferent de natura silanilor 
precursori utilizaţi la imobilizare.  

 
Rezultatele obţinute în cadrul studiilor din această teză au constituit subiectul 

unui număr de 3 lucrări ştiinţifice publicate în reviste de specialitate şi 4 lucrări 
comunicate la manifestări ştiinţifice din ţară şi străinătate.  
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Figura 1.  Curba de cinetică Michaelis-Menten în cazul recţiei de hidroliză a Z-Val-Leu-OBut 
catalizată de alcalaza-CLEA 
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Figura 2.  Curba de cinetică Michaelis-Menten în cazul recţiei de hidroliză a Z-Val-Asn-OBut 
catalizată de alcalaza-CLEA 
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Figura 3.  Curba de cinetică Michaelis-Menten în cazul recţiei de hidroliză a Z-Ala-Phe-OBut 
catalizată de alcalaza-CLEA 

 

 
 

Figura 4. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici 
de sol-gel derivate de PrTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
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Figura 5. Spectrul IR al sol-gelului martor obţinut din precursorii PrTMOS:TMOS (raport molar, 

1:1) 

 
 
Figura 6. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 

sol-gel derivate de PrTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
 
 

BUPT



148       Anexe 
 

 
 
Figura 7. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici 

de sol-gel derivate de OcTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
 

 
 
Figura 8. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 

sol-gel derivate de OcTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
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Figura 9. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici 

de sol-gel derivate de PhTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
 

 
 

Figura 10. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 
sol-gel derivate de PhTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
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Figura 11. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici 

de sol-gel derivate de i-BuTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
 
 

 
 

Figura 12. Spectrul IR al sol-gelului martor obţinut din precursorii i-BuTMOS:TMOS (raport 
molar, 1:1) 
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Figura 13. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 

sol-gel derivate de i-BuTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
 
 

 
 

Figura 14. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 
sol-gel derivate de VTMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
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Figura 15. Spectrul IR al preparatului enzimatic obţinut prin imobilizarea alcalazei în matrici de 

sol-gel derivate de MPDMOS:TMOS (raport molar, 1:1) 
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