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Rezumat:

In ultimii ani s-a indreptat atentia asupra dezvolt&rii si obtinerii unor noi
procese si produse ecologice cu impact redus asupra mediului nconjurator si
sanatatii umane, dar viabile din punct de vedere economic. Sinteza enzimatica a
peptidelor cu efect terapeutic s-a dovedit intr-o serie de procese o alternativa
promitatoare pentru industria farmaceutica. Productia la scard industriald este
favorizata de folosirea enzimelor imobilizate, deoarece acestea ofera o serie de
avantaje comparativ cu cele solubile: conditii blande de reactie, reutilizarea
biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei care ar putea determina formarea
metabolitilor secundari.

Cercetarile efectuate in cadrul tezei de doctorat au urmarit obtinerea de noi
biocatalizatori pentru modificarea peptidelor la gruparea carboxil terminala. S-a
pus accent pe imobilizarea alcalazei in matrici siliconice de sol-gel, optimizarea
metodei de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obtinute si
optimizarea conditiilor proceselor de hidroliza si amidare ale gruparii carboxilice
C-terminale a peptidelor in vederea obtinerii unei eficiente catalitice maxime si a
unei selectivitati ridicate. S-a studiat structura morfologica, iar enzima
imobilizata a fost caracterizatda prin determinarea activitatii catalitice, stabilitatii
termice, operationale si de conditionare a enzimei. De asemenea, s-a studiat
reproductibilitatea metodei de imobilizare, iar alcalaza imobilizata prin tehnica de
sol-gel a fost standardizata pentru aplicatii in sistemele continue.
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INTRODUCERE

Intensificarea normelor de sanatate si sigurantd a determinat cdutarea
intensiva a alternativelor biotehnologice de sinteza a peptidelor folosite in industria
alimentara si in medicina. In ultimul deceniu s-a pus accentul pe dezvoltarea noilor
metode de productie pe scara larga a peptidelor biologic active cu ajutorul
proteazelor. Datorita proprietatilor antitrombotice, antihipertensive,
imunomodulatoare si antioxidante, aceste peptide sunt considerate agenti cu
potential efect terapeutic, unele dintre acestea fiind deja utilizate drept agenti
terapeutici. Majoritatea metodelor conventionale, de exemplu metodele sintetice si
biotehnologice folosite pentru producerea peptidelor cu efect terapeutic, sunt relativ
costisitoare. Prin urmare, lipsa proceselor comercial viabile pentru productia pe
scara larga a peptidelor a reprezentat un obstacol major pentru aplicatiile acestora
ca agenti terapeutici.

Peptidele biologic active pot fi obtinute atat prin hidroliza enzimatica a
proteinelor, cat si prin sinteza enzimatica a peptidelor. Principalul dezavantaj al
hidrolizei proteice il reprezinta faptul cd se obtin amestecuri de oligopeptide,
polipeptide si aminoacizi liberi, procesul de separare a acestora devenind complicat
datorita diversitatii componentelor amestecului de reactie. Specificitatea ridicata a
proteazelor a condus insa, la cresterea interesului in dezvoltarea de noi metode de
sinteza pe cale enzimatica a peptidelor. Astfel, s-a pus problema dezvoltarii unor noi
biocatalizatori stabili si reproductibili, astfel incat procesul de obtinere a peptidelor
sa de devina eficient si economic. Acesta este motivul pentru care cercetarile
cuprinse in aceasta teza sunt consacrate dezvoltarii unor noi metode enzimatice de
modificare a peptidelor.

Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost obtinerea de noi
biocatalizatori pentru deprotectia si amidarea gruparii C-terminale a peptidelor. S-a
pus accent pe imobilizarea alcalazei in matrici siliconice de sol-gel, optimizarea
metodei de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obtinute si
optimizarea conditiilor proceselor de modificare ale gruparii carboxilice C-terminale a
peptidelor. S-au studiat mai multi precursori silanici, dintre acestia, tetrametoxisilan
(TMOS) si derivati silanici de forma RSi(OCHs)3;, unde R poate fi alchil-, aril-,
dialchil- sau alchil-aril- in sisteme omogene si hibride pentru a evalua efectul catenei
laterale asupra structurii matricei, asupra activitatii si stabilitatii enzimei. S-a studiat
structura morfologica, iar enzima imobilizata a fost caracterizata prin determinarea
activitatii catalitice, stabilitdtii termice, operationale si de conditionare a enzimei. De
asemenea, s-a studiat reproductibilitatea metodei de imobilizare, iar imobilizarea
alcalazei prin tehnica sol-gel a fost standardizata pentru aplicatii in sistem continuu.

Teza de doctorat este structurata in patru parti:

> 1. Studiu de literatura - in care este detaliat stadiul actual al cunoasterii in
domeniul sintezei peptidelor biologic active, importanta temei, structura si
proprietatile serin-proteazelor, metode de sintezd chimica si enzimatica a
peptidelor, aplicatiile industriale ale noilor procese bazate pe modificarea si
sinteza peptidelor.
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2. Contributii originale - detaliaza rezultatele obtinute pe parcursul
cercetarilor experimentale, cuprinzdnd obtinerea de noi biocatalizatori pentru
modificarea peptidelor si caracterizarea preparatelor enzimatice obtinute.

3. Partea experimentala - prezinta procedurile experimentale folosite in
modificarea carboxilului terminal al peptidelor, a imobilizarii proteazei alcalaza,
precum si metodele de analiza folosite.

4. Concluzii finale - rezultate din studiile experimentale in conformitate cu
obiectivele stabilite.
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1. STUDIU DE LITERATURA

1.1. Introducere. Importanta tezei

Peptidele reprezinta agenti terapeutici importanti datorita proprietdtilor unice
si diversitatii chimice si biologice. In organismele vii acestea joacd rolul de mediatori
si regulatori ai functiilor biologice vitale. In prezent, sunt utilizate in tratamentul
cancerului, bolilor cardiovasculare si metabolice, ca inhibitori ai ACE (angiotensin
converting enzyme) in cazul presiunii scazute a sangelui, ca agenti antivirali si
antimicrobieni si ca hormoni. Noile tehnologii industriale de obtinere a insulinei
umane, principalul hormon cu actiune hipoglicemiantd, au fost posibile prin aplicarea
tehnologiei ADN recombinant. Alte aplicatii ale peptidelor sunt: ca indulcitori
(aspartamul), suplimente alimentare si produse cosmetice anti-imbatranire.

Necesitatea unor noi abordari terapeutice a determinat extinderi masive in
tehnologia de fabricare a peptidelor. Prin urmare, in ianuarie 2004 au fost
sintetizate 400 de peptide la nivel mondial. Dezvoltarea s-a datorat imbunatatirii
tehnologiilor de fabricare - obtinerea pe cale sinteticd, recombinanta si transgenica
- precum si noilor tehnici care s-au dovedit a face peptidele mult mai stabile.
Analistii au estimat o crestere anuala de 8% in decursul a zece ani, la un volum al
pietei de 11,5 bil. euro in 2013. De asemenea se asteaptad o crestere aproape dubla
pe piata a peptidelor ca ingrediente farmaceutice active.

Dezvoltarea peptidelor cu efect terapeutic nu inseamna doar descoperirea
peptidei potrivite, ci si Tmbunatatirea tehnologiei de fabricatie, cresterea
productivitatii, reducerea costurilor de productie, precum si realizarea unor noi
tehnici de conditionare astfel incat peptidele sa isi mentina stabilitatea si activitatea
in organism.

In ultimii ani, s-a indreptat atentia asupra utilizarii enzimelor in sinteza
peptidelor. Enzimele sunt catalizatori ideali pentru sinteza peptidelor datorita
selectivitatii ridicate, simplificand astfel foarte mult procesul prin reducerea etapelor
de protectie si deprotectie. De asemenea, enzimele opereaza in conditii blande (pH
neutru, temperatura ambianta, presiune scazuta) prevenind astfel degradarea
substratului si/sau produsului de reactie (racemizarea).

Proteazele sunt enzime care fac parte din clasa hidrolazelor, fiind cei mai
studiati biocatalizatori. Pepsina, o proteazd digestiva, izolatd in anul 1837 de catre
Theodor Schwann din peretele stomacal, a fost prima enzima de origine animala
descoperitd si de asemenea prima enzima cristalizatd de catre Northrop. Activitatea
proteazelor consta in hidroliza selectivd a legaturilor peptidice, proprietate care
intensifica utilizarea lor in industria alimentara si de asemenea ca aditivi in industria
detergentilor [1]. Enzimele proteolitice prezintd de asemenea specificitate ridicata in
reactiile de sinteza a peptidelor. Abilitatea lor de a cataliza formarea legaturilor
peptidice a devenit o preocupare fundamentala in dezvoltarea de noi metode de
sinteza enzimatica [2]. Enzima implicatda in modificarea gruparii C-terminale a
peptidelor este subtilizina, o alcalaza care apartine clasei proteazelor serinice.

Una dintre metodele care previn degradarea enzimelor in medii
neconventionale si imbunatatesc stabilitatea catalizatorului este imobilizarea. Printre
avantajele imobilizarii enzimelor se numara: reutilizarea acesteia, separarea
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14 Studiu de literatura -1

produsului de reactie si operarea in regim continuu. O metoda promitdtoare o
constituie tehnica de imobilizare n sol-gel, prin care enzimele sunt entrapate
(incapsulate) in interiorul unei retele de sol-gel, inertd chimic. Procedeul de formare
a gelului are loc la temperatura scazutda implicand etapele de hidroliza si
policondensare a precursorilor silanici. Sol-gelul si materialele ceramice rezultate nu
sunt toxice, au compatibilitate biologica si nu se dizolvd in medii organice si/sau
apoase, prevenind astfel pierderea enzimei entrapate. Imobilizarea enzimelor prin
entrapare in sol-gel s-a dovedit astfel cea mai eficienta metoda, avand urmatoarele
avantaje: Tinglobarea unei cantitdti mari de enzima, stabilitate termica si
operationala ridicata, controlul dimensiunii porilor, minimizarea fortelor de legatura
intre enzima si suport care ar putea duce la modificari conformationale si inactivarea
enzimei [3].

Sangeenta si colaboratorii au raportat imobilizarea subtilizinei, enzima
apartinand clasei proteazelor serinice, in matrici de sol-gel utilizdnd precursori
alcoxisilanici cu diferite lungimi ale catenelor laterale. Eficienta de entrapare a
enzimei in sol-gel a fost de 80%, iar biocatalizatorul obtinut a avut o activitate de
50% fata de activitatea initiala chiar si dupa 11 reutilizari. Aceasta enzima
imobilizata a fost utilizata in sinteza peptidelor folosind ca mediu de reactie un
amestec de acetonitril:dimetilformamida si lichidul ionic: hexafluorofosfat de 1-butil-
3-metilimidazoliu [4].

Preparatul comercial alcalaza, avand ca si componenta principala subtilizina,
s-a dovedit a fi cel mai eficient in sinteza peptidelor. Acest biocatalizator a fost
utilizat cu succes in sinteza tripeptidei RDG (Bz-Arg-Gly-Asp(-NH,)-OH) prin
combinarea metodei chimice si enzimatice [5]. S-a demonstrat astfel ca alcalaza
este foarte stabila in etanol, fiind astfel biocatalizatorul potrivit pentru sinteza
peptidelor contindnd aminoacizi hidrofili. Sinteza s-a realizat la o temperatura de
35°C, in amestec de etanol/tampon TRIS-HCI (85:15), la pH 8, iar randamentul
dupa 8 ore a fost de 73,6% [5]. Polimerul hidrofilic de origine naturala, chitosan,
obtinut prin deacetilarea polizaharidei chitind, a fost folosit ca suport pentru
imobilizarea subtilizinei Carlsberg. Enzima a fost imobilizata atat in interiorul gelului,
cat si pe suprafata suportului prin legaturi covalente, respectiv necovalente.
Capacitatea chitosanului de a forma filme subtiri cu suprafete diferite a determinat
obtinerea unor biocatalizatori rezistenti la majoritatea solventilor, separarea usoara
a produsului si reutilizarea. Aceste preparate s-au folosit la sinteza unei tetrapeptide
cu un randament de 100% dupa 40 de minute de reactie [6].

Studiile recente au demonstrat cd subtilizina nativd sau imobilizata prin
inretelare cu formare de agregate, este un catalizator excelent in deprotectia
selectiva a tert-butil esterilor peptidici C-terminali si in sinteza derivatilor peptidici
prin modificarea gruparii carboxilice terminale (exemplu: amidarea si sinteza
diferitilor esteri prin transesterificare). Catalizatorul cel mai eficient a fost alcalaza
imobilizata prin inretelare cu formarea unui agregat (CLEA - cross-linked enzymes
aggregates). Alte proteaze si enzime hidrolitice cum sunt lipazele nu au avut
eficienta catalitica [7, 8, 9, 10]. Una din problemele care au fost intalnite a fost
variatia larga a eficientei catalitice a diferitelor sarje de alcalaza imobilizata. Aceasta
reproductibilitate scazuta in calitatea enzimei imobilizate poate fi datorata variatiei
compozitiei si proprietatilor diferitelor loturi de alcalaza utilizate la imobilizare,
precum si reproductibilitatii si controlului scazut al imobilizarii enzimelor prin
inretelare. Din aceastda cauza, este necesar studiul imobilizarii alcalazei,
descoperirea unui catalizator insolubil, robust si eficient in aplicatiile industriale ale
sintezei peptidelor.
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1.2. Notiuni generale despre “chimia verde”

Chimia verde este denumita chimia curata cu impact redus asupra mediului, o
noua filozofie de a gandi, care poate fi folositoare in dezvoltarea si obtinerea de noi
procese si produse ecologice. De asemenea, reprezintd incercarea de a preveni
poluarea, de a reduce sau elimina utilizarea si producerea substantelor periculoase
care pot avea efecte nocive asupra omului si a mediului inconjurator [11]. Chimia
verde incearca astfel sa reduca si sa previna poluarea in procesele chimice ca atare.
Aceasta implica mai multe sub-discipline ale chimiei, cum ar fi chimia organica,
chimia anorganica, chimia fizicd, chimia analitica, biochimia si ingineria chimica.
Printre principalele concepte preconizate se numara: proiectarea proceselor chimice
prin care se incearcd maximizarea cantitatii de materii prime transformate in produs
final, utilizarea ori de cate ori este posibil a solventilor nedaunatori mediului,
proiectarea proceselor eficiente din punct de vedere energetic, elaborarea de noi
metode eficiente pentru gestionarea deseurilor [12].

Paul Anastas si John Warner de la Agentia de Protectie a Mediului din Statele
Unite ale Americii au elaborat cele 12 principii ale chimiei verzi care explica
importanta acesteia in practica [13].

1. Reducerea cantitatii de deseuri: este de preferat sa se previnda formarea
deseurilor, decat tratarea sau curatarea ulterioara a acestora.

2. Producerea substantelor chimice mai putin periculoase: producerea
substantelor chimice mai putin toxice, dar care sa isi mentind proprietatile
de functionare.

3. Proiectarea proceselor chimice mai putin periculoase: conceperea
metodologiilor de generare a unor substante netoxice sau cu toxicitate
scazuta asupra omului si mediului inconjurator.

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

5. Folosirea catalizatorilor in locul reactantilor stoechiometrici: catalizatorii sunt
utilizati in cantitate foarte mica, fiind reutilizabili in reactiile chimice, in timp
ce reactantii stoechiometrici se utilizeaza in exces si nu se pot reutiliza.

6. Evitarea derivatizarii: gruparile protectoare necesita reactivi suplimentari si
genereaza deseuri.

7. Maximizarea transformdarii materiilor prime: metodele sintetice trebuie sa fie
concepute pentru a imbunatati valorificarea tuturor materiilor prime folosite
in proces, in produsul final.

8. Utilizarea solventilor cu risc redus: evitarea folosirii substantelor auxiliare
(de exemplu, solventi, agenti de separare) atunci cand nu sunt necesare.

9. Proiectarea proceselor eficiente din punct de vedere energetic: necesarul de
energie ar trebui sa fie recunoscut pentru impactul sau asupra economiei si
mediului, de aceea trebuie redus la minim; procesele ar trebui sa fie
efectuate la temperatura ambianta si presiune redusa.

10. Evitarea folosirii substantelor chimice care se degradeaza inainte de utilizare

11. Evitarea poludrii prin realizarea analizelor in timp real: metodele analitice
trebuie efectuate in mod continuu pentru a permite monitorizarea si
controlul proceselor in timp real, Tnainte de formarea substantelor
periculoase.
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12. Minimizarea riscurilor de accidente: substantele utilizate in procesele
chimice trebuie sa fie alese astfel incat potentialul unor accidente, cum ar fi,
explozii, emanatii de gaze, incendii, sa fie redus la minim.

1.3. Biocatalizatori enzimatici. Hidrolaze

Reactiile chimice care au loc in organismele vii sunt mediate de biocatalizatori
cu proprietati remarcabile, cunoscuti sub denumirea de enzime. Capacitatea
enzimelor de a creste de pand la 107 ori viteza unei reactii, conditiile blande de
actiune, specificitatea si posibilitatea de reglare a activitatii, constituie un avantaj
major al acestora, comparativ cu catalizatorii chimici. Fiecare dintre reactiile
biochimice ale metabolismului celular sunt catalizate de cate o enzima specifica.
Enzimele sunt molecule proteice, care functioneaza eficient in conditii blande
necesare pentru mentinerea functionalitatii si integritatii sistemelor biologice. Astfel,
acestea sunt adaptate in mod natural pentru a functiona in conditii fiziologice.

Aplicatiile practice ale enzimelor in diferite sectoare de activitate au condus la
necesitatea obtinerii unor cantitati ridicate de preparate enzimatice cu diferite
activitati catalitice. Nomenclatura enzimelor se bazeaza pe natura reactiei pe care o
catalizeaza. Astfel acestea se clasifica in sase mari clase (Figura 1.1) [14]:

Oxidoreductaze
reducere si oxidare

2H
0 * HOG oH

RZ Rl/ \R2

~ ~_ / Transfer?e
HC-HC C=C transferul gruparilor
Ligaze - / N\ —CH,
formarea legaturilor prin consum de —CH,0H
Cc-0 —CHO
C=s —CH,COOH
C-N —NH,
c-Cl Tipurile de
Izomeraze enzime Hidrolaze
reactii de izomerizare scindarea
glucoza fructoza O  HO
rR—& R,—COOH +HO—-R,
D-alanina L-alanina scindarea/formarea O—R,

R—COOH + NH;

Figura 1.1. Clasificarea enzimelor
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O provocare majora in biocatalizd este aceea de a transforma acesti
catalizatori fiziologici in catalizatori capabili sa functioneze in conditii artificiale (in
vitro), si anume in conditiile dure ale proceselor industriale. Enzimele, ca orice alti
catalizatori, actioneaza prin reducerea barierei de energie a reactiilor biochimice,
fara a se modifica pe parcursul acestora. Principalele avantaje si dezavantaje ale
utilizarii enzimelor in procesele industriale sunt prezentate in Tabelul 1.1.

Tabelul 1.1. Avantajele si dezavantajele biocatalizatorilor enzimatici

Avantaje Dezavantaje
Specificitate ridicata Complexitate moleculara
Activitate ridicata in conditii blande Costuri mari de productie
Eficientd catalitica (turnover number) Fragilitate
Biodegradabilitate

Considerate produse naturale

Stabilizarea enzimelor in conditiile de proces reprezintd o problema majora in
biocatalizd, de aceea au fost dezvoltate mai multe strategii in vederea imbunatatirii
acestui parametru. Printre aceste se numara: modificarea chimica, imobilizarea in
matrici solide, cristalizarea, agregarea, mutageneza directd, evolutia directionata,
etc. [15].

In zilele noastre, clasa hidrolazelor (EC 3.) joaca un rol important in procesele
industriale enzimatice. Hidrolazele catalizeaza scindarea hidrolitica a legaturilor C-0O,
C-N, C-C, precum si a altor legaturi, cum ar fi P-O in fosfati. Cele mai multe dintre
aceste enzime industriale sunt utilizate in procesele de degradare a proteinelor,
carbohidratilor si lipidelor, in industria detergentilor si industria alimentara, ca de
exemplu lipaze, proteaze, nitrilaze.

1.4. Peptide - structura, proprietati, aplicatii

In naturd au fost descoperiti peste 700 de aminoacizi, majoritatea dintre
acestia fiind a-aminoacizi. Bacteriile, fungi, algele si unele plante furnizeaza acesti
compusi fie in forma libera, fie legata de molecule mari (constituenti ai peptidelor si
proteinelor, compusi alchilati si esterificati). Cei 20 de aminoacizi, folositi de catre
celulele vii pentru sinteza proteinelor sunt o categorie speciala, fiind compusi
fundamentali pentru toate formele de viata, unitati structurale de baza pentru
peptide si proteine. Peptidele si proteinele joaca un rol important in organismele vii
si prezinta o gama larga de proprietati (de la activitatea hormonala a unor peptide
mici, la suportul structural si protectia organismului, in cazul proteinelor).
Importanta fiziologica a a-aminoacizilor asigura un interes sustinut in chimie - in
particular in industria farmaceutica in cazul obtinerii de noi medicamente si de
asemenea in sinteza si proprietatile fizice ale acestora. In plante, fungi si bacterii, a-
aminoacizii sunt de asemenea utilizati ca structuri de baza in biosinteza. Majoritatea
alcaloizilor sunt derivati de fenilalanind si tirozina. Pentru prima data in 1902,
Hofmeister si Fischer au aratat ca in structura proteinelor, aminoacizii sunt uniti prin
legaturi amidice secundare numite legaturi peptidice, constituite teoretic prin
eliminarea unei molecule de apa dintre hidroxilul gruparii carboxil al unui aminoacid
si hidrogenul aminic al unui aminoacid vecin:
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H,0 H O R,
+ - + - / + Ll I -
H;N— (ITH—COO + HyN— ICH— CO0 H;N— |C— C—II\I— |C— COO
R, R, R, H H
Aminoacid 1 Aminoacid 2 Dipeptida

Structura care contine doud resturi de aminoacizi se numeste dipeptida, cea
care contine trei resturi tripeptida, etc. Nomenclatura peptidelor se face pornind de
la restul de aminoacid cu gruparea amino libera (aminoacidul N-terminal) spre restul
de la capatul carboxil terminal (Figura 1.2.).

Legaturi peptidice
H O R, H H O R,
+ Ll I L1
H3N—(IZ—C III—(IZ—ﬁ N—(IZ—C III— ---- —C—CO0O
R, H H O Rj H H . ,
Capat Capat
N-terminal Directia lantului peptidic C-terminal

v

Figura 1.2. Fragment de peptida. Legaturi peptidice si directia lantului peptidic (capat N-
terminal > capat C-terminal)

Legatura peptidica are o serie de caracteristici care permit punerea ei in
evidentd. Substanta numita biuret H,N-CO-NH-CO-NH, da o reactie de culoare cu
CuS0, in mediu alcalin, reactie pe care o dau toate substantele care contin legaturi
peptidice. Proteinele manifesta spectre in infrarosu si ultraviolet indepartat (180-
220nm) datorita acestor legaturi peptidice [16].

Studiile de cristalografie cu raze X ale unor polipeptide cristalizate au permis
masuratori ale distantelor interatomice intr-o catena polipeptidica, stabilind ca
lungimea leg&turii C-O este de 1,24 A, iar cea a legaturii C-N este de 1,32 A, asa
cum este prezentat si in Figura 1.3.

o

\1,24

1,51 _C.132 146 C
\c/ ST TN
o

N

H
Figura 1.3. Schema legaturii peptidice
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Deoarece lungimea normald a legaturii duble C-O este de 1,22 A, iar cea a
legdturii simple C-N 1,45 A, rezultd cd ambele legdturi sunt de fapt intermediare
intre legatura simpla si cea dubla. Linus Pauling a fost cel care a explicat aceasta
aparenta anomalie prin existenta unor structuri de rezonanta (datorita stabilizarii
energiei de rezonanta formata din interactiunea perechii de electroni a atomului de
azot cu electronii n ai legaturii carbonil), sistemul de electroni n fiind de fapt
delocalizat pe toti cei trei atomi O—C—N, asa cum se observa si din Figura 1.4.

N/ N AN

TN N AN N TN
N /C N\ \ C—N\ sau N /C_N\
H / H C H

/N /N

Figura 1.4. Structurile de rezonanta ale legaturii peptidice

/N

Se poate afirma ca legatura peptidica are in proportie de 60% caracter C=0 si
in proportie de 40% caracter C=N. Caracterul de 40% legdtura dubla a legaturii
carbon-azot din scheletul principal al lantului polipeptidic inseamna o stabilitate mai
mare datorita unei energii de rezonanta cu 20 kcal/mol mai mici si o impiedicare
semnificativa a liberei rotatii in jurul acestei legaturi.

Datorita prezentei acestui fenomen de conjugare a dublei legaturi, cei sase
atomi ai unei unitati peptidice vor trebui sa se gaseasca in acelasi plan (sa fie
coplanari), ceea ce limiteaza configuratiile posibile pe care catena polipeptidica le
poate adopta. O altd consecinta a acestei planaritati este existenta a doi izomeri:
cis, in care atomul de oxigen carbonilic si atomul de hidrogen legat de azot se
gasesc de aceeasi parte a axei legaturii C—N si trans, in care se gdsesc de o parte si
de alta a acestei axe. Din considerente termodinamice, practic toate legaturile
peptidice care se intalnesc in enzime se gasesc in configuratie trans [17].

Peptidele active biologic constituie un grup divers (de la dipeptide simple la
structuri complexe liniare sau ciclice), cu proprietati fiziologic active, antibiotice si
antivirale, neuroactive, imunoactive, inhibitori de enzima si hormoni [18]. In ultimii
ani, un numar impresionant de peptide active biologic provenite din bacterii, fungi,
plante si animale au fost izolate si caracterizate. Tehnologia enzimatica a fost
aplicatd cu succes in sinteza unui numar mare de peptide cum ar fi: aspartamul,
kiotorfina, angiotensina, encefalina si dinorfina.

In ultimele decenii s-a demonstrat ca peptidele biologic active poseda anumite
biofunctionalitati care le confera rolul de agenti terapeutici in organism [19, 20].
Acestea ofera o multime de avantaje comparativ cu moleculele mici datorita
bioactivitatii si biospecificitatii catre tinte, spectrului larg de actiune terapeutica,
toxicitatii scazute, diversitatii structurale si absentei acumularii in tesuturi [21].

Peptidele antimicrobiene cu caracter cationic reprezintd acea clasa a
peptidelor care difera prin secventa de aminoacizi si structura secundara.
Principalele caracteristici comune sunt determinate de numarul de aminoacizi din
structura lantului polipeptidic (cuprins intre 12 si 50) si de masa moleculara care nu
depaseste 10000 Da. Aceste molecule au sarcina totald pozitivd determinata de
resturile de arginind, activitate antimicrobiand, anticancerigend si de vindecare a
ranilor. Pe baza analizelor relationale structura-activitate s-a demonstrat ca
activitatea antimicrobiand a acestor peptide este determinatd de: sarcina pozitiva si
caracterul amfipatic indus [22]. Aceasta proprietate le permite sa interactioneze
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simultan cu lipidele si moleculele incarcate negativ prin intermediul gruparilor
cationice, atasandu-se astfel de membranele microbiene. Activitatea antimicrobiana
poate fi asociatd cu structura secundard si numarul resturilor de arginind din
structura peptidei. Lesmes si colaboratorii [23] au demonstrat ca fragmentele
peptidice derivate din protamind au activitate diferita comparativ cu secventa
parentald. Aceste fragmente pdstreaza un domeniu bogat in resturi de arginina
(RRRR) care se poate asocia cu activitatea antimicrobiana, in special asupra
bacteriilor gram-negative. Aceastda proprietate poate fi asociata si cu structura
secundara, conform analizelor de dicroism circular.

O importanta deosebita o reprezinta subclasa peptidelor bogate in resturi de
arginina si triptofan, de exemplu indolicidina si tripticina. Prin proprietatile chimice
ale acestor aminoacizi, devin componente adecvate peptidelor antimicrobiene.
Triptofanul are o preferinta distinctd pentru regiunea aflatd la interfata straturilor
bistratificate ale lipidelor, in timp ce arginina confera sarcina cationica si determina
formarea legaturilor de hidrogen necesare pentru interactiunea cu componentele
anionice ale membranelor bacteriene. Impreuna, aceste doua reziduuri sunt capabile
sa participe la interactiuni n-cationice, imbunatatind astfel interactiunile peptida-
membrana [24].

Bertin si colaboratorii [25] au identificat si purificat o aminopeptidaza din
Borrelia burgdorferi care a fost ineficienta in sinteza aminoacizilor. Amonopeptidaza
termofilica a acestei specii a jucat rolul de furnizare a aminoacizilor. Vazquez si
colaboratorii [26] au sintetizat o noud 4-(N,N’-dimetilamino)ftalimida pentru sinteza
peptidelor in faza solida. Incorporarea acesteia in interiorul lanturilor peptidice a
avut o importanta deosebita pentru aplicatiile biologice, si anume in detectarea
interactiunilor proteina-proteina.

1.5. Metode de sinteza a peptidelor
1.5.1. Sinteza chimica

Sinteza unei dipeptide cu structura NH3*CHR'CONHCHR?COO" pornind de la
aminoacizii constituenti implica formarea legaturii peptidice. In scopul obtinerii unei
structuri corecte si pentru a preveni formarea unui amestec de peptide mai Iungi,
gruparea aminica N-terminald si gruparea carboxil C-terminald sunt protejate. In
general, sinteza unei dipeptide implica patru etape (Figural.5):

I. protejarea gruparilor N- si C-terminale, cat si a celor reactive din catenele
laterale;
II. activarea gruparii carboxilice a aminoacidului N-terminal si formarea
legaturii peptidice;
III. formarea legaturii peptidice;
IV. deprotectia selectiva sau totala a gruparilor protectoare.

Etapa I

Pentru ca sinteza peptidei dorite sa fie realizata, gruparile functionale ale
lantului principal, precum si din catenele laterale, care nu sunt implicate in reactie,
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trebuie sa fie protejate selectiv. Cele mai importante grupari protectoare folosite in
sinteza chimica a peptidelor sunt descrise dupa cum urmeaza:
a) Grupari amino protectoare

Cbo sau Z. Gruparea benziloxicarbonil sufera foarte ugor scindarea homoliticd in
procesul de hidrogenarea catalitica. In general hidrogenarea are loc in prezenta Pd
depus pe cdrbune, ca si catalizator. Exista de asemenea si alte metode care se
folosesc, de exemplu, reducerea cu Na in amoniac lichid si acidoliza.

Boc. Gruparea tert-butiloxicarbonil este similara cu gruparea Cbo, doar ca restul
benzil este inlocuit cu tert-butil. Aceastd grupare poate fi scindatéd mai usor de catre
acidul trifluoracetic, datorita cationului stabil care se formeaza in urma efectului
inductiv respingator de electroni (I+) al celor trei grupari metilice.

Fmoc. Gruparea 9-fluorenilmetiloxicarbonil poate fi indepartatd prin sustragerea
protonului cu ajutorul aminelor secundare. Cele mai recomandate baze sunt
piperidina si dietilamina.

b) Grupari carboxil protectoare
Metoda generald pentru protejarea gruparii carboxil-terminala este esterificarea.

Esterul metilic (-OMe) si esterul etilic (-OEt). Acesti esteri se obtin prin introducerea
acidului clorhidric intr-o suspensie alcoolica a aminoacidului sau prin addugarea
aminoacidului intr-o solutie de clorura de tionil si metanol, racita in prealabil. In
general, esterii metilici si etilici sunt usor hidrolizati in mediul alcalin.

Esterul tert-butilic (-OBu'). Esterii tert-butilici se obtin prin aditia izobutenei la
gruparea carboxilica sau prin reactia de transesterificare a esterilor acizilor
carboxilici cu acetat de tert-butil. Sunt in general rezistenti la atacul nucleofil si de
asemenea la hidroliza in mediul bazic si slab acid. Totusi, gruparea tert-butil esterica
se poate indeparta in mediu puternic acid, cum ar fi solutii diluate de acid clorhidric
sau acid trifluoracetic.

Etapa a II-a

Formarea legaturii peptidice intre doi aminoacizi necesita un aport de energie
destul de ridicat. De aceea, gruparile carboxil sau amino terminale trebuie activate
pentru a evita folosirea temperaturilor ridicate. Pana fin prezent, nu a fost
demonstratda activarea gruparii aminice terminale. Activarea gruparii carboxil se
realizeaza prin inlocuirea gruparii hidroxil cu un substituent (X) cu deficit in
electroni. Acest substituent poate intensifica polarizarea gruparii carbonil si, prin
urmare, electrofilicitatea atomului de carbon. Astfel, atacul nucleofil al gruparii
aminice este imbunatatit.

Etapa a III-a

Legatura peptidica este formata prin reactia de cuplare a componentei
carboxilice a unui aminoacid cu cea aminica a celuilalt aminoacid. Metodele de
cuplare sunt specificate mai jos:

Activarea sub forma de azida. Aceastd metodda este des intalnita in sinteza
peptidelor. Pentru activare se folosesc: acidul azotos, difenilfosforilazida, nitritii etc.
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In cele mai multe cazuri de cuplare prin activare sub form& de azidd racemizarea
este minima. De aceea aceastd metoda este folosita in procesul de cuplare a
fragmentelor peptidice.

Utilizarea anhidridei mixte. Folosirea unui aminoacid cu gruparea amino protejata
sau a anhidridei simetrice a unei peptide poate fi uneori un proces nerentabil din
punct de vedere economic deoarece doar jumdtate din acesta este exploatat pentru
formarea legaturilor peptidice. In locul acestora se utilizeaza anumite anhidride
asimetrice, care reactioneaza cu componentele aminice doar la gruparea carbonilica
a componentei N-protejate.

Utilizarea carbodiimidei. Agentul de cuplare, diciclohexilcarbodiimida (DCC),
reactioneaza cu gruparea carboxilica a componentei aminice, avand loc activarea cat
si cuplarea in acelasi timp. Aminele reactioneaza de asemenea cu carbodiimida, dar
viteza acestui proces este neglijabild in comparatie cu cea observata in cazul aditiei
acizilor carboxilici la dublele legaturi ale carbodiimidei. Prin reactia de aditie a
acidului carboxilic la carbodiimida se formeaza O-acil-izoureea ca intermediar.
Produsul secundar de reactie, N,N’-diciclohexilureea (DCU), format in reactie este
insolubil si poate fi indepartat usor prin filtrare. In anumite cazuri, poate sa apara
racemizarea, dar si formarea N-acil-ureei ca produs secundar. Acestea pot fi
suprimate intr-o anumita masura, prin addaugarea unor compusi cu caracter
nucleofil, cum ar fi 1-hidroxibenzotriazolul.

Utilizarea esterilor reactivi. Utilizarea p-nitrofenil esterilor in mod exclusiv in sinteza
oxitocinei, demonstreaza faptul ca esterii activati se pot folosi in mod favorabil in
sinteza secventialda a lantului peptidic prin adaugarea treptata a unui singur rest de
aminoacid.

Etapa a IV-a

La sfarsitul reactiei de sinteza, gruparile protectoare pot fi indepartate complet sau
selectiv, in cazul in care sinteza se continua.
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R, R,
H,N-CH-COOH H,N-CH-COOH

—_— 1. Protectia selectiva -

Zi—R, Ry=7,
A-NH-CH-COOH H,N-CH-CO-Y

— I1. Activarea gruparii carboxil

Z—R,
)
A-NH—CH-CO—-X
> I11. Formar_ea! legaturii ¢
peptidice
Z—Ry Ry=Z,

A-NH-CH-CO-NH-CH-CO-Y
Peptida complet protejata

/ I N

1V. Deprotectia selectiva sau totala

/ N

Z—R, Ry-Z, Z—R, Ry-Z,
1 1 1 1
A-NH—-CH-CO-NH-CH-COOH H,N-CH-CO-NH-CH-CO-Y
Peptida partial protejata Peptida partial protejata
(gruparea C-terminala libera) | (gruparea N-terminala libers)
Ry Ry

1 )
H,N-CH-CO-NH—-CH—-COOH
Peptida liberd
Figura 1.5. Schema generald de sintezad chimica a peptidelor; R;, R,, gruparile functionale ale
catenelor laterale; A, gruparea a-amino protectoare; Y, gruparea o-carboxil protectoare; X,

gruparea activanta
Dezavantajele sintezei chimice a peptidelor sunt urmatoarele [18]:

> fenomenul de racemizare care are loc in timpul formarii legaturilor
peptidice;
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» protejarea catenelor laterale ale aminoacizilor, care conduce la cresterea
costurilor substraturilor si a timpului de sinteza;

> dificultatea reutilizarii agentului de cuplare si a donorului acil folosit pentru
a obtine acilarea completa a nucleofilului;

> toxicitatea ridicata a solventilor si agentilor de cuplare in cazul sintezei
compusilor folositi in alimentatie.

Sinteza chimicd a peptidelor a fost initial efectuatda in solutie. Cu toate
acestea, o data cu introducerea sintezei in faza solida, aceasta tehnologie a castigat
teren in fata sintezei in solutie [27].

Sinteza in faza solida (SPPS) consta in elongarea lantului peptidic legat de o
matrice solida, prin adaugarea succesiva a resturilor de aminoacizi care formeaza o
legatura peptidica intre gruparea carboxilicd a aminoacidului care se adauga si
gruparea aminica a aminoacidului legat anterior de matrice. Acest procedeu poate
continua pana la obtinerea peptidei dorite [28]. Sinteza peptidelor in fazd solida
prezinta urmatoarele avantaje in comparatie cu metoda clasica de sinteza in solutie:
reactia poate fi automatizatd si problemele de solubilizare ale peptidelor dispar,
acestea mentindndu-se atasate de matricea solida. Strategia de sinteza (Fmoc sau
t-Boc), natura suportului solid, agentii de cuplare si metoda de scindare a peptidei
de matrice reprezinta cele mai importante variabile ale sintezei in faza solida.
Schema generala este prezentata in Figura 1.6.

o § ! )u( i 0
#*=N—C—C—OH + —— -C—C-0 —> H,N-C—-C-0O
H H H
A
ciclu repetitiv . T |C|)
------------------------------------------------------------------ > - x_\N-C—-C
+ H
; YO Xo ) YO Xo
- - 1l 1l H 1 1 1l
H,N-C—C-NH-C—-C—-0 <—— *=N—C—C—-NH-C—-C-0
H H H H
4
V4 R O Y O X O
I u|{H ' u H I ufH 1 1
H)N-C—C4N—-C—C—N-C—CTN—-C—-C—OH
H H H n H

Figura 1.6. Etapele sintezei in faza solidd a peptidelor: e: grupdrile protectoare ale catenelor

laterale; Q : grupa functionald a suportului solid (Cl sau NH,); «: gruparea protectoare a
gruparii N-terminale; o: suportul solid; 1: reactia de cuplare a primului rest de aminoacid; 2:
etapa de deprotejare a grupadrii N-terminale; 3: etapa de cuplare a urmatoarelor resturi de
aminoacizi (ciclu repetitiv); 4: etapa de separare a peptidei si deprotectia catenelor laterale ale
aminoacizilor
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in prima etapd are loc legarea aminoacidului C-terminal de suportul solid.
Gruparea protectoare N-terminalda este apoi indepdrtatd prin tratare cu acid
trifluoracetic (in cazul metodei t-Boc) sau cu piperidind (in cazul metodei Fmoc).
Urmatoarea etapa o reprezintd legarea peptidei nou formate de un nou aminoacid,
in acelagi timp avand loc si deprotectia gruparii N-terminale. Acest ciclu de cuplare-
deprotectie este repetat pana la obtinerea secventei dorite de aminoacizi. In final,
complexul peptida-matrice este scindat, iar gruparile protectoare ale catenelor
laterale sunt indepartate.

Suporturile solide trebuie sa indeplineasca urmatoarele conditii: particulele
trebuie sa aiba dimensiune si marime conventionald, sa fie rezistente mecanic, usor
de filtrat, inerte chimic, stabile in conditiile sintezei si extrem de accesibile pentru a
permite extinderea lantului peptidic in interiorul microstructurii sale. De asemenea,
nu trebuie sa interactioneze cu lantul peptidic in timpul sintezei acestuia [15].
Principalele strategii folosite in sinteza peptidelor in faza solidd sunt: sinteza
secventiald, sinteza convergenta si sinteza prin atasare chimica.

Sinteza secventiala presupune adaugarea treptata a aminoacizilor pana la
obtinerea secventei dorite. Aceasta strategie se foloseste 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 lizina sau prin asamblarea modelelor de
proteine sintetice (Template-Assembled Synthetic Protein) [29].

Sinteza convergenta presupune imbinarea in solutie sau in faza solida a
fragmentelor peptidice obtinute in prealabil prin sinteza secventiala (pana la 50 de
resturi de aminoacizi). Avantajul principal al acestei metode consta in faptul ca,
fiecare fragment peptidic este purificat si caracterizat inainte de a fi legat. Cu toate
acestea, sinteza convergentd prezinta cateva dezavantaje: solubilitatea scazuta a
fragmentelor protejate in mediu apos folosit la purificarea prin HPLC si in solventii
organici folositi in reactiile de cuplare. Un alt dezavantaj consta in viteza foarte mica
a reactiilor de cuplare a fragmentelor, in comparatie cu formele activate ale
aminoacizilor folositi in sinteza secventialda si racemizarea fragmentelor in timpul
procesului de cuplare. Unele din aceste probleme pot fi rezolvate prin folosirea
amestecurilor de solventi pentru a creste solubilitatea, prin marirea timpului de
reactie si utilizarea glicinei si prolinei pentru a evita problema racemizarii. In acest
fel, sinteza convergenta reprezinta cea mai buna optiune pentru sinteza chimica a
peptidelor si proteinelor [30].

Sinteza prin atasare chimica este o strategie deosebit de atragatoare
folosita in sinteza chimica a peptidelor mari si a proteinelor [31, 32]. Se bazeaza pe
legarea chimica a peptidelor scurte neprotejate, care sunt usor de manevrat datorita
solubilitatii ridicate in solventii utilizati la sintezd. O serie de proteine si peptide de
interes biologic au fost sintetizate prin aceasta metoda folosind o varietate de liganzi
cu formare de tioesteri [33], oxime [34], legaturi disulfidice sau tiazolidinice [35].

Aplicatiile peptidelor native in industria farmaceutica pot avea unele restrictii
datoritd degradarii produse de proteazele endogene, efectelor secundare nedorite
datorate interactiunilor cu diferiti receptori, permeabilitatii reduse a membranelor cu
caracter hidrofil. Cea mai simpla abordare de rezolvare a acestei probleme este de a
modifica structura catenelor laterale ale unui singur aminoacid sau a lantului
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peptidic [36]. Exista un mare interes pentru aceasta categorie de produse, datorita
gamei foarte largi de proprietati biologice, cum ar fi, activitatea imunosupresanta,
antibiotica, antifungica, antiinflamatoare si antitumorale [37, 38].

1.5.2. Obtinerea peptidelor prin hidroliza enzimatica a proteinelor
1.5.2.1. Enzime proteolitice

Un loc important in productia mondiala de enzime il ocupa tehnologiile care
vizeaza obtinerea de preparate proteice cu activitate proteolitici. Enzimele
proteolitice constituie un grup al hidrolazelor numite peptidaze (EC 3.4), care au o
caracteristicd comuna, aceea de a scinda legaturi peptidice. Aceste enzime se
numesc proteaze si se clasifica in sase familii, in care serina, cisteina, acidul
aspartic, treonina, acidul glutamic si gruparea metalica joaca rolul catalitic principal.
Serin-, cistein- si treonin-proteazele difera de proteazele glutamice, aspartice si de
metalo-proteaze prin faptul ca gruparea nucleofila din centrul catalitic apartine unui
rest de aminoacid. In cea de-a doua grupa, nucleofilul este reprezentat de o
moleculd de apa activata. In cazul cistein-proteazelor, agentul nucleofil este o
grupare sulfhidril, mecanismul catalitic fiind acelasi ca si in cazul serin-proteazelor,
in care donorul de protoni este restul de histidina [15].

Proteazele reprezinta o clasa de enzime cu rol important in procesele
fiziologice. Din punct de vedere comercial, ele reprezinta 60% din totalul vanzarilor
de enzime la nivel mondial (cca. 3 miliarde $) [39]. In termeni de evolutie, aceste
enzime sunt responsabile de multe procese biologice esentiale, dar in zilele noastre
ele sunt de asemenea implicate intr-o gama larga de aplicatii, in principal in
industria alimentara si a detergentilor [40, 41, 42]. Proteazele microbiene si cele din
plante au fost larg utilizate in medicina si in diferite procese industriale. Proteazele
sunt active in conditii blande, pH-ul optim fiind cuprins intre 6 si 8, sunt stabile,
stereo- si regioselective si nu necesita cofactori [43]. Aceste proprietati sunt destul
de relevante pentru folosirea lor drept catalizatori in sintezele organice. Acest lucru
este posibil deoarece proteazele pot cataliza nu doar scindarea legaturilor peptidice,
ci si formarea acestora [44, 45], precum si alte reactii importante in sintezele
organice, de exemplu: hidroliza regioselectiva a esterilor si rezolutia cinetica a
amestecurilor racemice [46].

Proteazele contin de obicei la suprafata un canal care leaga substratul
polipeptidic. Regiunile diferite din interiorul acestui canal au fost numerotate in
conformitate cu resturile de aminoacizi care se leaga si de distanta acestora fata de
legatura amidica care urmeaza sa fie scindata (Figura 1.7). Astfel, gruparea acil a
aminoacidului care urmeaza sa se scindeze la pozitia S; se noteaza cu P;. Gruparea
aminica care urmeaza sa fie eliberata apartine restului P;’ care se leaga la pozitia S;.
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Figura 1.7. Situsurile de legare ale proteazelor. Gruparea acil a lantului amidic care urmeaza sa

fie scindata se afla in pozitiile S1, S,, Ss etc. ale situsurilor de legare, in timp ce gruparea
aminica in pozitiile S;'si S,
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Spre deosebire de lipaze, proteazele actioneaza doar asupra substraturilor
solubile. Majoritatea substraturilor folosite in sinteza organica se dizolva doar partial
in apa, de aceea pentru solubilizarea acestora se adauga adesea co-solventi, cum ar
fi DMF, DMSO sau acetond. Atat subtilizinele cat si chimotripsina tolereaza
concentratii scdzute de solventi organici (de obicei < 10% volum). Unii solventi, de
exemplu dioxanul, reduc drastic activitatea catalitica chiar si la concentratii scazute
[47]. Cele doua aplicatii majore ale proteazelor in sinteza organica sunt: hidroliza
enantioselectiva a o-esterilor aminoacizilor naturali sau sintetici, precum si a altor
esteri ai acizilor carboxilici si sinteza di- si oligopeptidelor prin cuplarea unui
aminoacid N-protejat cu esteri peptidici. Intr-o mdsura mult mai mica, chimistii
organicieni folosesc proteazele si pentru hidroliza enantioselectiva a alcoolilor
secundari si pentru reactii regioselective ale zaharurilor. Subtilizina, compusii
inruditi, chimotripsina si penicilin amidazele sunt serin-proteaze. Papaina este o
cistein-proteaza, pe cand acilaza, termolizina si aminopeptidaza sunt metalo-
proteaze. Cercetatorii folosesc foarte rar proteazele aspartice in sintezele organice
[48].

1.5.2.2. Determinarea activitatii proteazelor

Determinarea activitatii proteazelor este efectuata de obicei folosind derivati
de tip p-nitrofenil ai aminoacizilor. Substraturile cromogenice reprezentative sunt
prezentate in Figura 1.8 pentru tripsind, chimotripsind si subtilizind. O unitate
enzimatica reprezintda cantitatea de proteaza care elibereaza 1 pmol de p-
nitrofenilanilida intr-un minut in conditiile de reactie [49].
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Figura 1.8. Substraturi cu grupari cromogenice utilizate adesea pentru analiza subtilizinei sau
chimotripsinei; reziduul hidrofob Phe, se afld in pozitia P,

1.5.2.3. Metode folosite pentru Iimbunatatirea proprietatilor
proteazelor

Specificitatea si selectivitatea proteazelor ar putea limita potentialul lor, n
special in cazul sintezei peptidelor mari unde pot avea loc reactii hidrolitice nedorite
ale substratului si produsului format. In plus, mediile neconventionale, precum si
conditiile de temperatura si pH pot fi defavorabile pentru activitatea si stabilitatea
proteazelor [43, 50, 51, 52]. Cu toate acestea, exista diferite strategii pentru
rezolvarea acestor probleme, cum ar fi: ingineria mediului de reactie, a
biocatalizatorului si a substratului [53].

Ingineria mediului de reactie se refera la alegerea rationald a mediului de
reactie pentru a influenta in mod pozitiv proprietatile enzimei folosite in sinteza
peptidelor [15]. Acest lucru implicd frecvent inlocuirea mediului apos cu unul
neconventional, in care apa este inlocuita partial sau aproape in totalitate de catre
un alt solvent. Co-solventii organici inactiveaza de obicei enzimele atunci cand sunt
folositi la concentratii relativ ridicate. Cu toate acestea, poliolii sunt cei mai utilizati,
existdnd mai multe exemple de sinteza enzimatica a peptidelor in astfel de medii
[54, 55, 56]. Sistemele bifazice au devenit des folosite in sinteza peptidelor,
reprezentand o strategie avantajoasa, deoarece sunt extrem de flexibile si se pot
adapta proprietatilor substraturilor si ale produsilor [50, 57]. In medii aproape
anhidre, activitatea proteazelor se poate reduce [52]. Cu toate acestea, activitatea
catalitica a fost imbunatatita prin adaugarea unor compusi care imita apa, cum ar fi,
formamida sau etilenglicolul sau prin adaugarea eterilor in timpul liofilizarii enzimei

NO,
1 e O
A
H
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[58, 59]. O crestere de 425 ori mai mare a activitatii a fost observata prin
adaugarea eterului 18-crown-6 chimotripsinei in sinteza dipeptidelor in acetonitril
[60].

Ingineria biocatalizatorului se refera la strategiile folosite pentru obtinerea
unor biocatalizatori care sa fie adaptabili in conditiile de sinteza a peptidelor.
Insolubilizarea biocatalizatorului prin imobilizare pe un suport solid reprezinta cea
mai relevanta metoda de a obtine catalizatori stabili, care sa reziste la conditiile
dure din timpul sintezei. Imobilizarea a fost folosita foarte des in producerea
proteazelor pentru sinteza peptidelor [61]. Imobilizarea pe suporturi de agaroza
reprezinta o modalitate de stabilizare a alcalazei prin legare covalenta [62, 63].
Legarea covalentd a alcalazei de suporturi de silice, folosind glutaraldehida ca agent
bifunctional, a determinat cresterea stabilitatii operationale si de pastrare
comparativ cu enzima nativd [64]. Imobilizarea «-chimotripsinei in gel de
poliacrilamida protejeazéa enzima de inactivarea provocata de solventii organici,
imbunatateste stabilitatea la temperatura camerei si la temperaturi de pana la 70°C
[65]. Sangeetha si colaboratorii au raportat imobilizarea subtilizinei Tn matrici de
sol-gel obtinute din viniltrimetoxisilan. Preparatul enzimatic obtinut s-a folosit ca
biocatalizator in sinteza peptidelor [4]. Cristalele de enzima imobilizate prin
inretelare (CLECs) sunt biocatalizatori robusti obtinuti prin cristalizarea enzimei
urmata de inretelare cu un agent bifunctional, glutaraldehida. Subtilizina astfel
imobilizata a fost folosita cu succes in sinteza organica, atat in proces discontinuu,
cat si continuu [66]. Proprietatile agregatelor de enzima imobilizate prin inretelare
(CLEASs) sunt similare cu cele ale CLECs avand avantajul simplitatii de preparare si
costului scazut, deoarece in acest caz enzima nu necesita purificare [67, 68]. CLEAs
obtinute prin agregare cu un polimer poliionic si CLEAs incapsulate in geluri de
polivinilalcool [69] au fost folosite cu succes in sinteza B-lactam antibioticelor in
medii neapoase. Substitutia aminoacizilor din structura nativa a tripsinei si «-
chimotripsinei cu analogi fluoroalchil, reprezintd o noua metoda de obtinere a
peptidelor biologic active cu stabilitate imbunatatita [70]. Mutageneza directionata a
fost de asemenea adoptata pentru cresterea performantelor biocatalitice ale tripsinei
in sinteza peptidelor [53]. Evolutia directionata a fost aplicatd pentru imbunatatirea
stabilitatii termice a subtilizinei [71].

Ingineria substratului se refera la modificarea substratului in vederea
cresterii eficientei reactiei. Chiar daca majoritatea proteazelor sunt capabile sa
recunoasca mai mult de un aminoacid, nu toate sunt in masura sa lege anumite
secvente de aminoacizi. Datoritd specificitatii proteazelor, doar acei donori acil care
poseda un anumit aminoacid special in pozitia C-terminald pot fi cuplati fara a
genera reactii secundare. De exemplu, tripsina prefera resturile de arginind sau
lizind la carbonul C-terminal in structura donorului acil [43]. Influenta structurii
donorului acil asupra selectivitatii a-chimotripsinei si eficienta nucleofilului in sinteza
peptidelor in solventi organici, au fost raportate [72].

O alta strategie este utilizarea de substraturi mimetice. Principalul avantaj al
acestei metode este acela cd substraturile mimetice permit formarea unei legaturi
peptidice, care nu poate fi hidrolizatd deoarece nu corespunde specificitatii proteazei
[53].
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1.5.2.4. Serin-proteaze - mecanism catalitic

Serin-proteazele sunt enzime proteolitice care contin in structura centrului
catalitic un rest de serind. Ele reprezinta clasa enzimelor care catalizeaza, in
general, scindarea specifica a legaturilor peptidice. Mecanismul catalitic de actiune
este acelasi in cazul tuturor serin-proteazelor, necesitand o triada de aminoacizi in
centrul catalitic al enzimelor. Restul de serind actioneaza ca agent nucleofil primar in
scindarea legaturii peptidice, nucleofilicitatea acestei grupari fiind intensificata de
interactiunile cu catena laterald a histidinei care, la randul sdu, interactioneaza cu
catena laterald a restului aspartat. Aceste enzime joaca un rol important in functiile
catalitice ale organismelor, cum ar fi procesele digestive, coagularea sangelui,
vindecarea ranilor si alte procese fiziologice importante. Legatura peptidica care
trebuie scindata este formata din restul P, si P, corespunzdtor substratului (P; este
restul de aminoacid N-terminal corespunzator leg&turii care se scindeaz3, iar P; este
restul C-terminal care se hidrolizeaza). Restul de aminoacid adiacent pozitiei P4, la
capatul N-terminal al legaturii care se scindeaza, este denumit P,. Subsite-ul din
interiorul situsului activ al enzimei in care restul P, se fixeaza este notat cu S;.

Numerotarea continua in acest mod, fiind reprezentata in Figura 1.9.
Substrat: pep tida

P3—P2—P1_P1—P2I—P3

B ) 51 51 32 33

Enzima

Figura 1.9. Nomenclatura subsituri-lor componente ale centrului activ si ale resturilor peptidice
corespunzatoare

in functie de proprietitile structurale, serin-proteazele se impart in trei clase
distincte: chimotripsine, subtilizine si carboxipeptidaze II. Structura secundard si
tertiara a proteinelor difera in functie de clasa, insa situsul activ format din histidina,
serind si aspartat, precum si mecanismul catalitic sunt aceleasi. Aceste enzime
catalizeaza hidroliza legaturilor peptidice prin acelasi mecanism de transfer al unei
grupdri acil (Figura 1.10), cu o vitezd de reactie de 10° ori mai mare decét a reactiei
necatalizate. Cateva exemple de serin-proteaze sunt redate in Tabelul 1.2 [73].
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Tabelul 1.2. Sursa si rolul unor serin-proteaze

Enzima Sursa Functia

Tripsina Pancreas Digestia proteinelor
Chimotripsina Pancreas Digestia proteinelor

Elastaza Pancreas Digestia proteinelor

Trombina Ser vertebral Coagularea sangelui

Plasmina Ser vertebral Dizolvarea cheagurilor de sadnge
Kalikreina Sénge si tesuturi Controlul debitului de sdnge

Lizozomal proteaza

Celulele animale

Circulatie proteinelor in celula

Coconaza

Larve de molie

Dizolvarea coconului dupa

metamorfoza
Proteaza Asi B Streptomyces griseus Digestie
Subtilizina Bacillus subtilis Digestie
Asn155 Asn159 Asn155
o] o o]
N-H N-H N-H
H H H
1©
(”) kcat o) I e}

| I
i —C HN— g

Ser221 Asp32 Ser221 Ser221
His64 His64 His64

Figura 1.10. Reprezentarea schematicd a mecanismului catalitic general al serin-proteazelor

Dupa formarea complexului enzima-substrat (ES), carbonul (C=0)
corespunzator legaturii ce se scindeaza este atacat de serinda (componentd a
situsului catalitic), formand un intermediar tetraedric cu centrul oxianionic. Starea
de tranzitie este stabilizata prin legaturile de hidrogen formate intre resturile de
aminoacizi din centrul activ al enzimei si centrul oxianionic al substratului. in cazul
subtilizinei, legaturile de hidrogen se formeaza intre atomul de azot din structura
serinei (componenta a centrului activ) si catena laterald a asparaginei (Asn155).
Studiile cristalografice realizate pentru subtilizind au demonstrat formarea unei
legaturi slabe de hidrogen intre Asn155 si substrat sub forma complexului ES,
aceasta legatura fiind consolidata in starea de tranzitie.

Rolul restului aspartat, din structura centrului activ al serin proteazelor, nu a
fost elucidat in totalitate. Studiile anterioare au demonstrat ca acest rest de
aminoacid formeaza impreuna cu restul de serina si histidina ,triada” catalitica care
actioneaza ca proton de transfer. Orientarea relativd a restului aspartat in centrul
catalitic difera considerabil pentru cele trei clase de serin-proteaze, fiind astfel putin
probabil ca transferul de protoni sa aiba loc intre resturile de histidina si aspartat in
toate cele trei cazuri. Datele experimentale au demonstrat cd prezenta anionului

C
Q
Q | ) \
OH 2 ! o HN.'/@\*NHQ: (0] Né\NHe,'
N” "NHS: ~ K o 3
L=

Asp32 Asp32

BUPT



32 Studiu de literatura -1

carboxilat din structura aspartatului influenteaza reactivitatea restului de histiding,
avand o influenta considerabila pentru cataliza. Diferentele dintre chimotripsina si
subtilizing, in ceea ce privegte specificitatea de substrat, pot fi explicate pe baza
structurii centrului catalitic. In toate cazurile, legarea substratului este facilitata de
formarea legaturilor de hidrogen, formandu-se astfel structuri B-pliate intre resturile
de aminoacizi din centrul activ si resturile P;-P, din structura substratului.
Interactiunile dintre situsurile P;-S; joaca un rol foarte important in definirea
specificitatii de substrat a acestor enzime [74].

1.5.2.5. Subtilizina - structura si proprietati

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 maturd contine aproximativ 270 aminoacizi. Sunt
endopeptidaze cu specificitate variata ce contin in structura lor un ion de calciu. La
fel ca si chimotripsina, ele prefera reziduuri hidrofobe in pozitia P;, de exemplu
fenilalanina. O ordine aproximativa a preferintei este: Tyr, Phe>Leu, Met, Lys>His,
Ala, GIn, Ser>>Glu, Gly [75]. Subtilizinele prezinta afinitate scazutda pentru
aminocizii din pozitiile P, si Ps, dar favorizeaza resturile hidrofobe din pozitia P,.
Situsul S; al subtilizinei apare ca o despicatura larga, putin adanca, format din doua
lanturi B-pliate si o regiune sub forma de bucld de dimensiuni variabile (Figura 1.12)
[74].

Tabelul 1.3. Proteaze disponibile comercial

Enzima Sursa biologica Sinonime

Subtilizine

Subtilizina BL Bacillus lentus Savinase

Subtilizina BPN’ Bacillus amyloliquefaciens Subtilizina Novozymes

Subtilizina Carlsberg Bacillus licheniformis Alcalaza, subtilizina A,
Optimase

Proteaze inrudite structural cu subtilizinele

Thermitase Thermoactinomyces vulgaris

Proteinaza K Tritirachium album Limber

Alte proteaze

Chimotripsina Pancreas de bovina
Termolizina Bacillus thermoproteolyticus
Papaina Papaya

Cele mai importante subtilizine comerciale sunt subtilizina BL (subtilizina din
Bacillus lentus), subtilizina Carlsberg (subtilizina din B. licheniformis) (Figura 1.11)
si subtilizina BPN’ (subtilizina din B. amyloliquefaciens). in ciuda diferentelor din
secventa de aminoacizi (84 dintre cei 275 de aminoacizi difera intre subtilizinele
Carlsberg si BPN’), structurile si specificitatea de substrat sunt similare. Activitatea
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catalitica diferita a acestora este determinatd de diferentele in structura primara a
proteinelor [76].

Subtilizinele sunt serin-proteaze alcaline, adicd proteaze care prezinta
activitate maxima la pH alcalin. Nu exista un pH optim. Viteza de reactie creste in
domeniul de pH 6-9, apoi raméane constantda. La pH>11, atat subtilizina Carlsberg
cat si subtilizina BPN’ sunt denaturate, dar subtilizina BL ramane stabila pana la
valori ale pH-ului de cel putin 12. Este foarte probabil ca aceasta diferenta sa
provina de la faptul ca Bacillus lentus este o bacterie alcalofild ce se poate dezvolta
la pH mai ridicat decat alte specii de Bacillus [48].

Detergentii de rufe contin proteaze de tip subtilizind folosite pentru
indepartarea petelor pe baza de proteine. Sunt produse la scara industriala la nivel
de tone si de aceea sunt foarte ieftine. Acestea sunt comercializate sub denumirea
de alcalaza, de catre Novozymes. Datoritd importantei lor comerciale, o multime de
eforturi au fost consacrate in ingineria subtilisizinelor, in special pentru
imbunatatirea stabilitdtii si activitatii la pH si temperaturi ridicate. Prima subtilizina,
folosita in industria detergentilor si obtinuta prin inginerie genetica, a fost subtilizina
BPN’ descoperita de catre Genencor si Procter & Gamble. La ora actuald, subtilizinele
folosite in industria detergentilor tolereaza pH-ul si temperaturile ridicate,
surfactantii, oxidantii si co-solventii organici.

Figura 1.11. Structura si triada catalitica a subtilizinei Carlsberg [77]
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Figura 1.12. Interactiunile dintre centrul activ al subtilizinelor si substrat

1.5.2.6. Peptide active biologic obtinute prin hidroliza enzimatica a
proteinelor

Una dintre metodele de modificare a proprietatilor fizice, chimice, functionale
si nutritionale ale proteinelor alimentare este hidroliza partialda a acestora.
Hidrolizatele proteice reprezinta amestecuri de oligopeptide, polipeptide si
aminoacizi liberi. Procesul este 1insd unul complicat datoritd diversitatii
componentelor de reactie (amestecuri de fragmente peptidice, care pot fi atat
produsi de reactie, cat si reactanti pentru reactia urmatoare), multiplicitatii tipurilor
de reactie, complexitatii schemei de reactie (existenta inhibitiei de substrat,
diversitatea produsilor de reactie, inactivarea enzimei in timpul hidrolizei) si
influenta pH-ului, temperaturii, tariei ionice i a presiunii asupra vitezei de reactie.

In prezent, peptidele obtinute prin hidroliza enzimaticd a proteinelor sunt
folosite in industria alimentara, farmaceutica si cosmetica [78, 79].

Studiile recente au demonstrat ca majoritatea peptidelor inglobate in
proteinele alimentare si eliberate in timpul hidrolizei enzimatice, confera proprietati
biologic active. Peptidele biologic active obtinute prin hidroliza proteinelor
alimentare pot avea proprietdti antioxidative, antimicrobiene, antihipertensive,
citomodulatorii si imunomodulatorii, atat in vivo, cat si in vitro [80]. In Tabelul 1.4
sunt prezentate cateva peptide cu activitate biologica [81]. De exemplu, peptidele
cu mase moleculare mai mici (10-50 resturi de aminoacizi), cu proprietati cationice
si hidrofobe, sunt cunoscute ca potentiali agenti de aparare avand actiune
antimicrobianad asupra unui spectru larg de microorganisme patogene, cum ar fi
bacteriile gram-pozitive si gram-negative, fungi, virusuri si paraziti [82].
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Tabelul 1.4. Peptide active biologic obtinute prin hidroliza enzimatica a proteinelor

animale

Proteina Peptida/Compozitia | Activitatea Proteaza
in Aminoacizi biologica

Tesut muscular Leu-Pro-Lys Inhibitor ACE Termolizina

(pasare)

Hidrolizate din Leu, Glu, Asp, Phe, Antivirala Alcalaza si

stridii (10-5 kDa)

Tyr, Ile, Gly

bromelanina

a-cazeina (lapte

Tyr-Lys-Val-Pro-Glu-

Inhibitor ACE

Proteinaza din

Lactobacillus
helveticus CP790

de bovina) Leu

Para-k-cazeina Phe-Phe-Ser-Asp-Lys | Imunomodulatoare Tripsina
(lapte de bovind) | f(17-21)

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

Trp-Val-Ala-Trp-arg

Clostripaina

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

Imunomodulatoare Tripsina

B-lactoglobulina Hipocolesterolemica | Tripsina

(lapte de bovina)

Ile-Ile-Ala-Glu-Lys

Studiile privind utilizarea peptidelor in tratarea cancerului au céstigat de
asemenea mult teren, oferind rezultate remarcabile. Jang si colaboratorii au
identificat patru peptide cu activitate ACE inhibitoare in hidrolizatele obtinute din
sarcoplasma de vita. Acestea au demonstrat activitate antimicrobiana si
anticancerigena [83].

In 2003, Campina, una dintre cele mai mari companii de lactate la nivel
mondial, a lansat pe piata produsul C12 peption (peptida biologic activa formata din
12 aminoacizi), cu actiune in reducerea presiunii arteriale. Un alt produs cu
proprietati remarcabile este Valess, substituent al carnii obtinut din lapte degresat si
fibre din alge, prin care se obtine o textura ferma prin acelasi proces de coagulare
folosit pentru obtinerea branzeturilor.

Prin utilizarea peptidelor biologic active in industria medicamentelor se reduce
costul si timpul de desfasurare a studiilor de toxicitate necesare pe parcursul
procesului, precum si incercarile clinice. Hidroliza enzimatica este preferata in
industria alimentard si farmaceutica datoritd absentei urmelor de solventi organici in
produsul final [20].

Productia la scarda industrialda este favorizata de folosirea enzimelor
imobilizate, deoarece acestea ofera o serie de avantaje comparativ cu cele solubile:
conditii blande de reactie, reutilizarea biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei
care ar putea determina formarea metabolitilor secundari [84]. Un alt avantaj al
enzimelor imobilizate este operarea in regim continuu, acest procedeu fiind utilizat
in mare masura pentru hidroliza totala a proteinelor [85].

Procedeele de modificare chimica a peptidelor si incorporarea aminoacizilor
naturali (incluzand D-aminoacizi) au fost aplicate in vederea imbunatatirii stabilitatii
peptidelor susceptibile degradarii proteolitice. Shen si colaboratorii au descoperit o
nouda metoda chimicd de sinteza a peptidelor, care poate fi folositd pentru a
introduce un aminoacid nenatural in interiorul unei molecule de proteina [86].
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Jang si colaboratorii au identificat un numar de patru peptide (GFHI, DFHING,
FHG, GLSDGEWQ) cu activitate biologica, obtinute prin hidroliza enzimatica a
sarcoplasmei de vita. Acestea au avut activitate antimicrobiana, efect citotoxic
impotriva celulelor cancerigene si efect macrofag-stimulator [87].

1.5.3. Sinteza enzimatica

Cresterea gradului de constientizare cu privire la importanta reglementarilor si
sigurantei in domeniul sanatatii, precum si cresterea cererii peptidelor biologic
active, au solicitat cautarea intensiva a alternativelor biotehnologice de producere a
oligopeptidelor de interes. Specificitatea ridicatd a proteazelor a condus la cresterea
interesului in dezvoltarea de noi metode de sinteza pe cale enzimatica a peptidelor.
Potentialul sau se bazeazad pe obtinerea peptidelor foarte mici, in cele mai multe
cazuri, dipeptide si tripeptide [88].

Sinteza peptidelor catalizata de proteaze a fost raportata pentru prima data in
1901 de catre Savjalov. Pana la sfarsitul anilor 1930 cercetatorii au crezut ca
biosinteza proteinelor implica actiunea inversa a proteazelor. La sfarsitul anilor 1970
chimistii au inceput sa foloseasca proteazele pentru a simplifica sinteza peptidelor,
acest domeniu fiind in continuare foarte atractiv. Exista mai multe lucrari in care s-a
studiat sinteza legaturilor amidice cu ajutorul proteazelor si amidazelor [89, 90, 91,
92].

Printre avantajele sintezei enzimatice se numara:

> enantioselectivitatea ridicata;

> eliminarea etapelor de protectie-deprotectie a catenelor laterale ale
aminoacizilor;

> realizarea sintezelor in conditii blande de reactie.

In prezenta apei, proteazele catalizeazd hidroliza legdturilor peptidice, dar
reactia poate avea loc si in sens invers (sinteza legaturilor peptidice) in prezenta
unei concentratii mici de apa in sistemul de reactie (Figura 1.13) [88].

_Al_AZ_A3_A4_A5_

Proteaza

-A*-A2-A3- H-A*-A5-

Figura 1.13. Reprezentarea schematica a reactiei de hidroliza si formare a legaturii peptidice
A3-A* catalizatd de proteaze

Biocataliza in medii neconventionale (neapoase) a extins spectrul de aplicare
al proteazelor in acele reactii care nu pot avea loc in medii apoase, si anume sinteza
peptidelor in schimbul hidrolizei lor. Solventii organici, fluidele supercritice,
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amestecurile eutectice [15] si lichidele ionice [93, 94] au fost folosite ca medii de
reactie in sinteza enzimatica a peptidelor.

Dipeptidele si tripeptidele sintetizate enzimatic au fost folosite cu succes in
nutritie, produse farmaceutice si agrochimice. Cateva exemple relevante sunt:
sinteza aspartamului, kiotorfinei, angiotensinei, encefalinei, dinorfinei si a unor di- si
tripeptide nutritionale [15]. Au fost raportate mai multe exemple de peptide active
biologic sintetizate pe cale enzimatica [50, 95, 96].

Din punct de vedere nutritional si fiziologic, peptidele se comporta diferit spre
deosebire de aminoacizi si proteine. Tripeptida RGD (Arg-Gly-Asp) a fost descoperita
de Telios Pharmaceuticals Co. ca fiind un medicament impotriva arsurilor, ulcerului
duodenal, etc. Aceasta tripeptida este formata din doi aminoacizi cu caracter hidrofil
(Arg si Asp) si unul neutru (Gly). O serie de peptide biologic active sintetizate pe
cale enzimatica sunt prezentate in Tabelul 1.5 [88].

Tabelul 1.5. Peptide active biologic sintetizate pe cale enzimatica

Peptida Legatura peptidica formata Enzima folosita
Insulina Arg-Gly Tripsina
Aspartam Asp-Phe Termolizina
Kiotorfina Tyr-Arg o-Chimotripsina

Leu-encefalina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

o-Chimotripsina, papaina

Dinorfina (1-8)

Tyr-Gly-Gly-Phe-Arg-Arg-Ile

oa-Chimotripsina, tripsina,
papaina

Ceruleina

Asp-Tyr-Thr-Gly-Trp-Met-Asp-
Phe

a-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-)?

Termolizina, chimotripsina

Vasopresina

Tyr-Phe Phe-GIn

Termolizina, chimotripsina

Oxitocina

Cys-Tyr-Tyr-Ile Pro-Leu-Leu-
Gly

Papaina, termolizina,
chimotripsina

@ legatura peptidica formata fintre primul si ultimul rest de aminoacid

formandu-se astfel oligopeptida ciclica, somatostatina

Utilizarea substraturilor protejate in sinteza oligopeptidelor a condus la o
pierdere de continuitate in secventa de reactie si la o reducere a randamentului de
produs si a productivitatii, limitand astfel sinteza continua a oligopeptidelor cu
ajutorul enzimelor. De aceea este nevoie de dezvoltarea de noi strategii si metode in
vederea depasirii dificultatilor intampinate in timpul amidarii peptidelor la carbonul
C-terminal si exprimarii activitatii biologice complete.

Proteazele folosite in sinteza peptidelor sunt selectate in functie de specificitatea lor
fatd de resturile de aminoacizi implicate in legatura peptidica care se scindeaza (Tabelul
1.6). Majoritatea proteazelor disponibile comercial, cum ar fi: metalo-, serin-, aspartat-,
endo- si exopeptidazele sunt folosite in sinteza peptidelor. Kumar si colaboratorii au
investigat eficienta proteazei din Bacillus sp. APR-4 in diferite sinteze ale peptidelor. [97].
Subtilizina, chimotripsina, tripsina si papaina au fost proteazele cele mai utilizate in sinteza
peptidelor. Cu toate acestea, specificitatea larga de substrat restrictioneaza folosirea lor in
sinteza peptidelor, deoarece produsul care se acumuleaza in timpul reactiei poate fi atacat
simultan de proteaze [43].

BUPT



38 Studiu de literatura -1

Tabelul 1.6. Specificitatea proteazelor

Enzima

Legatura peptidica scindata

Proteaze serinice

L

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 preferati aminoacizii cu

caracter acid, -A’=nespecific)

Carboxipeptidaza Y

-A-A’- (nespecific)

Proteaza prolin-specifica

-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’- (dependenta 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 in sinteza peptidelor pe cale enzimatica sunt:
o Sinteza prin control termodinamic;
o Sinteza prin control cinetic (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Sinteza legaturilor peptidice catalizata de proteaze. a) Reactia controlata
termodinamic, in care echilibrul poate fi deplasat prin modificarea conditiilor de reactie. b)
Reactia controlatd cinetic, in care se porneste de la o componentd carboxilica activata (de

exemplu, ester)

In cazul sintezelor controlate termodinamic, se modifici conditiile de
reactie pentru a deplasa echilibrul spre sinteza, in defavoarea hidrolizei. Hidroliza
peptidelor este favorizatd de ~2,2 kcal/mol si este condusa in principal de
solvatarea ionilor carboxilat si amoniu. Metoda cea mai des folosita de deplasare a
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echilibrului spre sintezd, este inlocuirea apei cu un solvent organic. Solventul
organic impiedica ionizarea materiilor prime si de asemenea reduce concentratia de
apa. Alte metode utilizate frecvent pentru a deplasa echilibrul sunt: cresterea
concentratiilor de materii prime sau alegerea gruparilor protective care promoveaza
precipitarea produsului [48].

In cazul sintezelor controlate cinetic, se porneste de la un compus
carboxilic activat, de obicei un ester. Esterul reactioneaza cu enzima pentru a forma
un intermediar acil-enzima, care reactioneaza apoi fie cu o amina pentru a forma
amida doritd, fie cu apa formandu-se acidul carboxilic. Deoarece materia prima este
un compus carboxilic activat, reactiile sunt mai rapide decat in cazul controlului
termodinamic. Abordarea controlului cinetic necesita un intermediar acil-enzima, de
aceea in acest caz se utilizeazd doar serin-hidrolazele (de exemplu subtilizina,
lipazele). Metalo-proteazele, cum ar fi termolizina, actioneaza doar in sintezele
controlate termodinamic [48]. Folosind un substrat activat, proteazele actioneaza ca
transferaze catalizand transferul gruparii acil unui nucleofil. Hidroliza substratului
activat este o reactie concurenta sintezei legaturii peptidice, peptida formata putand
fi hidrolizata de catre proteaza. Randamentul produsului depinde de raportul aparent
dintre constantele vitezelor de reactie (sinteza si hidrolizd) si de viteza cu care
produsul format se hidrolizeaza. In 1991, Chen si colaboratorii au raportat sinteza
peptidelor in solutie etanolica, catalizata de preparatul enzimatic comercial alcalaza
[98].

Cea mai importanta aplicatie a sintezei peptidelor catalizata de proteaze (la
nivel de sute de mii de tone) este sinteza aspartamului (un indulcitor cu continut
caloric redus), prin biocatalizata cu termolizind (Figura 1.15) [99]. Aceasta sinteza
controlatd termodinamic are loc prin precipitarea produsului. Datorita
regioselectivitatii ridicate a termolizinei, nu este necesara protejarea B-
carboxilatului, avand loc doar reactia gruparii «a-carboxil din aspartat.
Enantioselectivitatea crescuta permite utilizarea aminoacizilor racemici, deoarece
doar L- enantiomerul reactioneaza.

COO

(0]
termolizina H <)
H + H;3N + H;3N
HN%“/ 3 E)J\OMe HNJ%“/ \:)J\O Me 3 OMe

exces insolubil

Figura 1.15. Procedeul comercial de obtinere a aspartamului (esterul metilic al a-L-aspartil-L-
fenilalaninei). Reactia de cuplare a acidului aspartic N-Cbz protejat cu esterul metilic al
fenilalaninei catalizata de termolizina

Un exemplu de sintezd controlatd cinetic este producerea chiotorfinei (Tyr-
Arg) catalizatd de a-chimotripsina (Figura 1.16) [100]. Pentru a minimiza reactia
secundara de hidroliza s-a folosit o concentratie ridicata de agent nucleofil.
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Figura 1.16. Schema reactiei de sinteza a dipeptidei chiotorfinei catalizatéd de a-chimotripsina

Subtilizina accepta o gama mai larga de substraturi comparativ cu alte
proteaze. Aceasta se utilizeazd de obicei pentru cuplarile amidice care implica
substraturi sintetice [101]. La cuplarea unui D-aminoacid este recomandata
utilizarea unui nucleofil, si nu a unui donor carboxil, deoarece subtilizina este mai
toleranta la modificarile nucleofilului decat la modificarile gruparii carboxil.

Cercetatorii au cuplat de asemenea si peptide mai lungi cu ajutorul
proteazelor. De exemplu, subtilizina a scindat o proteina cum ar fi lizozimul si
ranaza in mai multe peptide [102]. Apoi, addugarea unui solvent organic a deplasat
echilibrul spre sinteza peptidei, aceeasi subtilizind catalizand formarea proteinei. In
viitor, aceastda condensare ar putea duce la formarea de proteine cu continut de
aminoacizi sau zaharuri sintetice.

1.6. Procese industriale de obtinere a peptidelor

Productia la scara industriala a peptidelor reprezinta scopul final al dezvoltarii
tehnologice in acest domeniu.

1.6.1. Procese chimice industriale

In cazul productiei la scara industriala a peptidelor trebuie luate in considerare
urmatoarele aspecte: costul ridicat al materialelor si efectul toxic la reziduurilor
asupra mediului inconjurator [1].

Peptidele cu activitate terapeutica au un potential foarte ridicat, multe dintre
ele fiind produse la scara industriald. Principalele dezavantaje ale sintezei in faza
solida se refera la aparitia procesului de racemizare, necesitatea protejarii catenelor
laterale ale aminoacizilor, care determina cresterea costului substratului si reduce
randamentul de produs, dificultatea reutilizarii agentului de cuplare si a donorului
acil folosit in exces pentru a avea loc acilarea totala si rapidd a nucleofilului,
toxicitatea solventilor si agentilor de cuplare [28]. In ciuda acestor restrictii, sinteza
in faza solida (SPPS) poate fi considerata o tehnologie atragatoare pentru productia
pe scara larga a peptidelor de dimensiuni medii, de pana la 100 de resturi de
aminoacizi, cele mai multe dintre ele de importanta terapeutica [103]. De obicei,
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peptidele alcatuite din maxim 30 de resturi de aminoacizi sunt obtinute prin metoda
secventiald [104], in timp ce peptidele mai lungi (mai mult de 60 de aminoacizi) ar
trebui produse prin sinteza convergenta in care fragmentele protejate sunt
sintetizate in faza solida, apoi asamblate prin metoda in faza lichida [105]. Peptidele
mai mari si proteinele sunt obtinute, in general, prin legare chemoselectiva [106], in
care toate fragmentele neprotejate sunt sintetizate anterior prin SPPS. O noua
metoda de sinteza in solutie a peptidelor la scara industriala a fost procesul
dezvoltat de una dintre cele mai importante companii de sinteza a peptidelor,
Dyosynth. Procesul denumit DioRaSSP (Diosynth Rapid Solution Synthesis of
Peptides) combind avantajele sintezei in solutie cu cele ale sintezei in faza solida
[107].

1.6.2. Procese enzimatice industriale

Intensificarea normelor de sanatate si siguranta a determinat cautarea
intensiva a alternativelor biotehnologice de sinteza a peptidelor folosite in industria
alimentara si medicina. In ultimul deceniu s-a pus accentul pe dezvoltarea noilor
metode de productie pe scard larga a peptidelor biologic active cu ajutorul
proteazelor. In general, enzimele sunt catalizatori labili, de aceea procesele trebuie
proiectate cu atentie. Acest lucru presupune optimizarea parametrilor operationali:
pH, temperatura, concentratia solventului organic, precum si evaluarea activitatii si
stabilitatii biocatalizatorului in conditii de functionare, solubilitate si stabilitate a
reactantilor si produsilor de reactie.

Dezvoltarea proceselor de sinteza enzimaticda a polipeptidelor necesita
alegerea adecvatda a proteazei care urmeaza sa fie utilizatd in etapele de cuplare.
Aceasta selectare se face in functie de specificitatea lor, succesiunea de formare a
legaturilor peptidice, mediul de reactie si aminoacidul sau peptida care actioneaza ca
donori acil si nucleofili [88]. Procesul de sinteza enzimatica al peptidelor trebuie sa
indeplineasca urmatoarele cerinte:

e optimizarea randamentului total prin reducerea etapelor;

e integritatea reactiei si a etapelor de separare (de exemplu, produsul obtinut
intr-o reactie sa fie folosit ca substrat pentru urmatoarea reactie, cu
modificari minime);

e protectie minima si utilizarea alternativa a gruparilor protectoare usor de
introdus si eliminat (prin cataliza enzimatica, daca este posibil).

Specificitatea si reactivitatea ridicata in conditii blande de reactie pot avea un
impact puternic asupra economiei proceselor catalizate enzimatic, deoarece acestea
vor reduce numarul etapelor necesare sintezei si a energiei necesare si va avea un
impact nesemnificativ asupra mediului inconjurator, ca o consecinta a cantitatii si
toxicitatii reduse a deseurilor [108].

Marimea peptidelor reprezintd o conditie majora in sinteza enzimatica,
deoarece procesele nu au fost inca elaborate si automatizate. Astfel, doar peptidele
mici (mai putin de 10 resturi de aminoacizi) au fost sintetizate enzimatic cu succes.
In aceste conditii exista o concurentd strdnsa intre sinteza chimica si cea
enzimaticd, cu exceptia cazului in care proprietdtile remarcabile ale enzimelor au
implicatii profunde in proces. Acest lucru este ilustrat in cazul obtinerii enzimatice a
aspartamului folosind proteaza termolizina [109]. Alte exemple remarcabile ale
tehnologiei enzimatice de obtinere a peptidelor biologic active sunt: producerea
chiotropinei cu ajutorul chimotripsinei imobilizate [110], obtinerea di-, tri- si a
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tetrapeptidelor bioactive cu chimopapaind si subtilizind adsorbite pe Celite cu un
randament 73%, 74%, respectiv 67% [111]. Un exemplu reprezentativ care pune in
evidenta potentialul sintezei enzimatice este cazul colecistochininei C-terminale
(CCK-8). CCK-8 este o octapeptida (H-Asp-Tyr [SOs]-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-
NH2) a colecistochininei (CCK), un hormon polipeptidic alcatuit din 33 de resturi de
aminoacizi, responsabil pentru stimularea digestiei grasimilor si proteinelor in
intestinul subtire [112]. In cazul acestui proces, reactiile enzimatice au fost
catalizate de proteaze imobilizate prin adsorbtie pe un suport solid (Celite si
poliamida). Toate acestea au avut un cost scazut. Acest proces de sinteza constituie
un exemplu reprezentativ al aplicatiilor biocatalizatorilor in sinteza peptidelor
biologic active, ce implica sapte reactii catalizate de proteaze si etapele de separare
corespunzadtoare.

In ciuda progreselor tehnologice, productivitatea scazutda, conversia mica si
costul ridicat al enzimelor reprezinta problemele care trebuie rezolvate pentru a face
competitiva sinteza enzimatica a peptidelor pentru un spectru mai larg de procese.

In anii '70 s-au dezvoltat diferite metode pentru obtinerea insulinei umane
(hormonul impotriva diabetului), printre care sinteza chimica a polipeptidei (in
solutie sau SPPS), proces neeconomic datoritda numarului mare de etape de
protectie/deprotectie a aminoacizilor si peptidelor intermediare, transformarea
enzimatica a insulinei porcine in insulina umana (proces viabil din punct de vedere
tehnologic si economic) si sinteza utilizdnd tehnologia ADN recombinant. Prin
aceasta ultima abordare s-a obtinut insulina recombinanta, primul preparat
terapeutic obtinut prin aceasta tehnologie si folosit pe scara larga. Avantajele
acestui process au fost: productivitatea ridicata, producerea insulinei nu depinde de
numarul animalelor sacrificate si eliminarea riscului transmiterii accidentale a bolilor
virale. Tehnologiile de obtinere a insulinei prin ADN recombinant consta in obtinerea
catenelor A si B ale insulinei prin insertia cADN codificat pentru catenele A si B in E.
coli (tulpina K12), purificarea catenelor si cuplarea acestora prin punti disulfidice.

Secventele de aminoacizi ale insulinei obtinute din diferite specii de animale
sunt similare, dar nu identice. De exemplu, insulina porcina difera printr-un
aminoacid (carboxilul terminal al lantului B) de insulina umana (Ala vs. Thr) (Tabelul
1.7).

Tabelul 1.7. Diferenta secventei de aminoacizi intre insulina umana si porcina

Specia Catena A Catena B

4 8 9 10 1 3 29 30
Umana E T S I F N K T
Porcind E T S I F N K A

Inouye si colaboratorii au dezvoltat o metoda de semisinteza a insulinei
umane in care tripsina a fost folosita ca si catalizator pentru reactia de cuplare a
desooctapeptidei-(B23-B30) a insulinei (DOI) cu o octapeptida sintetica
corespunzatoare pozitiilor B23-B30 ale insulinei umane. DOI a fost obtinutd prin
hidroliza enzimatica cu ajutorul tripsinei a insulinei porcine (Figura 1.17) [113].

BUPT



1.7. Modificarea peptidelor la carbonul C-terminal 43

S R EEEE— ]
1 1
(a) NH; - [Gly [ leu [ val|f Glu Gin}{Cys}{Cys|{TyrH{Ser|{ lleu }{Cys}{Ser|{ Leu || Tyr{Gin]{ Leu | Glu T Asn [ Tyr}{Cys|[ Asn |
|

S

/ —

S

S

Meal

|
NH, { Phe [[Vall[Asn[GIn [[His {{Leul{Cys| Gly |{ser|{ His |{Leu}f val|| Glu}{ Ala | "ue H
=l

Tyrl{ Leu[{vall{Cys] Gly | Glu [ Arg] Gly [Phe[Phe[ Tyr [ Thrl{ProfiLys|{Ala]

Trypsin Trypsin

(b) 5 (G }[Phe [ Phe HTyr}{Thr PreHLys}Tin]

Figura 1.17. Transformarea enzimatica a insulinei porcine in insulina umana; (a) secventa de
aminoacizi a insulinei porcine; (b) octapeptida sintetica corespunzatoare secventei de
aminoacizi (B23-B30) a insulinei umane

1.7. Modificarea peptidelor la carbonul C-terminal

1.7.1. Amidarea

Majoritatea peptidelor active biologic contin o grupare amidica la carbonul din
pozitia C-terminald. Printre acestea se numara: desmopresina, gonadorelina,
oxitocina, calcitonina si arginin-vasopresina. Amidele peptidelor pot fi obtinute prin
sinteza in faza solida folosind rasini de benzohidrilamind [114, 115]. La scara
industriala se foloseste metoda sintezei in solutie. In acest caz se porneste de la
aminoacilamida C-terminala, pastrand gruparea amidica libera pe intreg parcursul
sintezei. Aceasta metoda este de obicei insotitd de probleme de solubilitate si de
pierderi ale produsului in apele de spalare. O alta abordare este amonoliza chimica
la un pH ridicat a esterilor C-terminali ai peptidelor, care pot fi obtinuti prin sinteza
conventionald a peptidelor, dar aceasta implica riscul racemizarii si formarea
produsilor secundari de reactie. Utilizarea enzimelor pentru sinteza amidelor C-
terminale a peptidelor pot preveni aceste limitari datorita conditiilor blande de
reactie, chemo- si regioselectivitatii ridicate.

Sinteza enzimatica poate fi realizatd prin amonoliza peptidelor libere la pozitia
C-terminala printr-o reactie controlata termodinamic (Figura 1.18a), sau prin
amonoliza alchil- sau aril-esterilor peptidelor prin control cinetic (Figura 1.18b)
[116].

enzima

Peptida-COOH + NH; ~———= Peptida-CONH, (a)
-2

Peptida-COOR + NH; —— — Peptida-CONH, (b)
-R-OH

unde, R = alchil, aril

Figura 1.18. Sinteza enzimatica a amidelor peptidelor
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In majoritatea cazurilor a-amidarea neuropeptidelor si  hormonilor este
esentiala pentru activitatea biologica. In natura, mecanismul de sinteza al peptidelor
amidate implica modificarea posttranslationald a precursorului glicinic. Scindarea
oxidativa este catalizatd de monoxigenaza de a-amidare a peptidilglicinei (PAM),
enzima localizata in tesuturile glandelor endocrine si neurale. PAM este o enzima
bifunctionalda formata din doua domenii: (1) monoxigenaza de «-hidroxilare a
peptidilglicinei (PHM, EC 1.14.17.3) si (2) liaza de a-amidare a peptidil-o-
hidroxiglicinei (PAL, EC 4.3.2.5). Aceste enzime actioneaza secvential generand
peptida activa a-amidata (Figura 1.19). [115, 117].

i
o N.
2 /_\Fsgozrbat 2 Semldih;;lzrooascorbat Pepti da” H
IIJI \_/ ITI peptida amidata
N. ..COO” .. N COO
Peptida”  .C_ Peptida”  CJ —_— +
HS Hg PHM HO Hy PAL
H—I(II—COO‘
peptidilglicina peptidil-o-hidroxiglicina 0
glioxilat

Figura 1.19. Reactia de formare a peptidelor a-amidate catalizata de PHM si PAL

In ultimii ani, au fost realizate mai multe studii cu privire la sinteza enzimatic
a peptidelor amidate si a aminoacizilor utilizand fie metoda (a) fie metoda (b).
Cerovsky si Kula [118, 119] au raportat sinteza amidelor peptidelor prin amidarea
carbonului C-terminal al grupdrii acide din substratul peptidei utilizdnd o
peptidamidaza extrasa din coaja de portocala. Chiar daca conditiile de reactie au
fost optimizate, randamentele nu au depasit 35%.

Randamentele de amidare sunt puternic influentate de natura aminoacidului
terminal, cele mai ridicate fiind obtinute pentru peptidele in care aminoacidul
terminal este Phe, Met si Leu. Amidaza utilizata in aceste studii a demonstrat o
preferinta ridicata pentru resturile de aminoacizi hidrofobi din pozitia terminala si o
activitate scazutd pentru resturile de aminoacizi hidrofili sau incarcati electric. Desi
posibile, aplicatiile acestei metode in sinteza amidelor peptidelor in faza lichida sunt
impiedicate de randamentele mici, de disponibilitatea limitata a enzimei si de etapa
aditionala de deprotejare a esterilor peptidei care are loc de obicei in etapa de
sinteza in faza lichida inainte de amidarea efectiva.

Amidarea aminoacizilor N-protejati, cum ar fi Z-Phe-NH,, Moz-Asp(Bzl)-NH,,
Moz-Glu(Bzl)-NH,, Z-Ala-NH, si Moz-Leu-NH, prin amonoliza esterilor metilici sau
benzilici, utilizdnd proteaza alcalind industriala alcalaza, a fost realizata de Chen si
colaboratorii sai [120]. Reactiile au fost realizate in tert-butanol, utilizdnd clorura de
amoniu ca sursa de amoniac, in prezenta trietilaminei, la pH 10,6 sau mai mare.
Randamentele obtinute au fost cuprinse intre 50 si 70%. Chen a mai realizat de
asemenea si sinteza dipeptidei Ala-Phe-NH, cu o conversie de 68% in 12 ore.
Aceeasi metoda a fost aplicata si la sinteza unei tripeptidamide, si anume Z-Ala-
Phe-Leu-NH,, dar conversia nu a fost mentionata. In toate cazurile a fost observata
formarea unei cantitati mici (3-8%) de produs secundar de hidroliza. Reactia a fost
regio- si enantioselectiva. Utilizarea unui pH alcalin este nefavorabila in sinteza
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peptidelor in faza lichida, deoarece pot avea loc reactii in lant in functie de secventa
existenta.

Lipazele au fost de asemenea utilizate in reactiile de amidare ale aminoacizilor
si ale unor acizi organici. Hacking si colaboratorii [121], precum si Wegman si
colaboratorii [122], au descris sinteza D-fenilglicinamidei utilizdnd Novozyme 435,
lipaza imobilizata din Candida antarctica B (Cal-B), cu carbamat de amoniu sau
amoniac (sursa nucleofila de amoniac). Randamentele au variat intre 17 si 70%, in
functie de lungimea lantului alchil al esterului si de conditiile de reactie.

Metoda chemo-enzimatica de sinteza a arilamidelor C-terminale ale
aminoacizilor si peptidelor a fost descrisa de Nuijens si colaboratorii [123] folosind
preparatul enzimatic comercial alcalaza (Figura 1.20). In conditii aproape anhidre,
se pot obtine arilamide ale aminoacizilor sau peptidelor protejate la gruparea N-
terminald (N-Cbz, N-benzioxicarbonil) pornind de la acizii sau esterii (metil sau
benzil) corespunzatori. Randamentele obtinute au fost cuprinse intre 50 si 95%, in
functie de dimensiunea substituentului aril. Reactia a avut loc cu selectivitate
ridicata chiar si in prezenta grupelor functionale (B/y-carboxil, hidroxil si grupari
guanidinice) din catenele laterale. In plus, folosirea proteazei cisteinice papaina si a
lipazei Cal-B, a dus la obtinerea anilidelor cu randamente ridicate.

R, R, i
R~ )ﬁfos Ho,N-Ar R, )ﬁfN\
II\{I o) Ry Alcalase-CLEA g 5 Ar

R, = grupa protectoare sau rest de peptida
R, = catena laterald a aminoacidului

R; =H, Me sau Bn

Ar =rest aril

Figura 1.20. Schema de sinteza a arilamidelor peptidelor catalizatd de alcalase-CLEA

Recent, Boeriu si colaboratorii au descris o nouda metoda eficienta de sinteza a
amidelor peptidelor C-terminale prin amonoliza esterilor metilici corespunzatori
folosind carbamat de amoniu si subtilizina A din Bacillus licheniformis, in mediu de
solvent organic polar, cu un continut redus de apa (Figura 1.21). Conditiile optime
pentru sinteza Z-Ala-Phe-NH, au fost: temperatura 30°C, compozitia solventului
Bu‘OH/DMF, 82,5:17,5 (% vol), continutul de apd 0,2% (% vol) si raportul
carbamat de amoniu/Z-Ala-Phe-OMe 10:1. Randamentul maxim de produs (87%) a
fost obtinut dupa 21 de ore de reactie [116].
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o L0
OJ\NJ}(NJJ\O/ NH,COO'NH,*
H é - Z-Ala-Phe-NH»
o Subtilizina A

fL H
Z-Ala-Phe-OMe
@AO NJWTN
H
Z-Ala-Phe-OH

Figura 1.21. Schema de sintezd a Z-Ala-Phe-NH, catalizatd de subtilizina A
Importanta amidelor C-terminale in bioactivitate
Activitatea biologicd a amidelor C-terminale este determinata de raportul
dintre intensitatea relativa de actiune a amidei peptidei si intensitatea relativa a
peptidei libere corespunzatoare. Pentru cele mai cunoscute peptide amidate obtinute
in vivo, respectiv in vitro, acest parametru este prezentat in tabelele 1.8 si 1.9.

Tabelul 1.8. Activitatea biologica a peptidelor amidate obtinute in vivo

Peptida Sursa Numarul de Aminoacidul Activitate
aminoacizi C-terminal

Neurokinina | Mamifere 10 Met-NH, >10000

Alatostatina | Gandaci de 13 Leu-NH, >10000
bucatarie

TRH Porcine, ovine 3 Pro-NH, 4400

Calcitonina | Om 32 Pro-NH, 1670

CRF Ovine 41 Ala-NH, 1000

Gastrina I Om 17 Phe-NH, >500

Oxitocina Mamifere 9 Gly-NH, 130-2500

Calcitonina Porcine 32 Pro-NH, 33

Amidarea in vitro a precursorului glicind este cea mai convenabila metoda
pentru producerea peptidelor mai lungi si a peptidelor scurte contindnd secvente de
aminoacizi care prezinta dificultati in sinteza, scindare sau deprotectie [115].
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Tabelul 1.9. Activitatea biologica a peptidelor amidate obtinute in vitro

Peptida Sursa Numarul de Aminoacidul Activitate
aminoacizi C-terminal

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
y-Endorfina Om 17 Leu-OH 2,2
a-Endorfina Om 16 Thr-OH 2,0
Megainina 2 Broasca 23 Ser-OH 2,0
Cecropina P1 Porcine 31 Arg-OH 0,7-2,9

Datele prezentate in aceste tabele sprijind ferm ipoteza ca amidarea la
carbonul C-terminal este necesara pentru exprimarea activitatii biologice totale.

1.7.2. Deprotectia enzimatica a carboxilului terminal

In ultimii ani a crescut forte mult interesul pentru dezvoltarea metodelor
enzimatice in sinteza peptidelor. Este cunoscut faptul ca enzimele au capacitatea de
a scinda anumite grupari protectoare, deci pot fi utilizate in deprotectia peptidelor.
De exemplu, gruparile esterice C-terminale ale peptidelor pot fi hidrolizate de catre
lipaze, esteraze si proteaze. Dintre acestea, lipazele si esterazele sunt considerate a
fi favorabile in sinteza peptidelor, in timp ce proteazele prezinta dezavantajul
capacitatii de hidrolizd a legaturilor peptidice (activitate endopeptidazica).

In sinteza convergenta a peptidelor toate fragmentele C-terminale trebuie sa
fie protejate cu o functiune care poate fi deprotejata selectiv in timpul sintezei.
Fragmentul C-terminal trebuie sa fie stabil in conditiile sintezei peptidei si de
asemenea in conditiile deprotectiei temporare a gruparii N-terminale, care se repeta
la fiecare ciclu al sintezei. Mai mult, gruparea protectoare N-terminald si cele
corespunzatoare catenelor laterale trebuie sa ramana neafectate atunci cand
gruparea esterica C-terminald este indepartata. Datorita stabilitatii ridicate,
usurintei de introducere si disponibilitatii comerciale, esterii tert-butilici sunt
preferati.

Cativa ani In urma, s-a descoperit ca anumite lipaze si esteraze care detin in
structura lor secventa de aminoacizi GGG(A)X (G-glicina, X-aminoacid oarecare; in
cazul unor enzime, aminoacidul glicina este inlocuit cu alanina, A) prezinta activitate
in deprotectia selectiva a esterilor tert-butilici ai aminoacizilor si compusilor inruditi.
p-nitrobenzil esteraza din Bacillul subtillis produsa de bacteria E. coli (BsubpNBE) si
lipaza A din Candida antarctica (CaL-A) s-au dovedit a fi cele mai eficiente in reactia
de hidroliza a esterilor tert-butilici ai aminoacizilor (de exemplu, Boc-Tyr-O'Bu, Z-
GABA-0'Bu, Fmoc-GABA-O'Bu) [124]. Aceste enzime nu au fost testate in reactia de
hidroliza a esterilor tert-butilici ai peptidelor, cu exceptia unei dipeptide pentru care
acestea nu au prezentat activitate. In general, peptidele protejate se dizolva in
solventi organici polari (de exemplu, DMF, diclormetan, metanol, acetonitril).

In ciuda faptului cd proteazele sunt mai putin preferate n deprotectia
peptidelor, thermitaza, o serin-proteaza din Thermoactinomyces vulgaris, a dovedit
a avea specificitate ridicatd pentru hidroliza esterilor metilici, etilici, benzilici,
metoxibenzilici- si tert-butilici ai di- si oligopeptidelor N-protejate la pH 8,0, 55°C,
10-60% solvent organic [125, 126, 127]. Acesta proteaza a fost de asemenea
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utilizata in deprotectia esterilor tert-butilici C-terminali ai glicopeptidelor (Figura
1.22) [128].

OH
Teoc-Ser-Ala-O'Bu
0]
HO
HO thermitaza
‘AcHN pH 7,5;45°C

20% DMF, 86%

Figura 1.22. Deprotectia selectiva a esterilor tert-butilici ai glicopeptidelor catalizata de
proteaza thermitaza

Subtilizina, proteaza din Bacillus licheniformis, a fost utilizata cu succes
pentru deprotectia selectivd a 25 de dipeptide cu structura generald Z-Val-X-O'Bu,
unde X a fost un aminoacid natural, cu sau fara catena laterala protejata (Figura

1.23) [8].
(0] (0)
H H
N Subtilizina, 40°C N
ZHN Y 6] »  ZHN v OH
= 50% DMF, pH 7,0 =
0 R - (CH;);COH O R
Z_Val_X_OBut Z-Val-X-OH

R = catena leterald a aminoacidului rezidual

Figura 1.23. Hidroliza selectivd a dipeptidelor model avand structura generald Z-Val-X-O'Bu

Optimizarea ulterioara a procesului a condus la obtinerea conversiei totale in
cazul anumitor substraturi, in 50% DMF, 0,1 M tampon fosfat de pH 7,0 si
temperatura de 40°C. Prezenta substituentilor voluminosi la carbonul din pozitia o a
aminoacidului X a determinat scaderea concentratiei de produs obtinut.

Deoarece proteazele sunt capabile sa scindeze legaturile peptidice, pentru a
identifica fragmentele susceptibile scindarii, reactivitatea tetrapetidelor cu formula
generald Z-Val-Val-X-Leu-O'Bu a fost investigatd. S-a observat cid activitatea
endopeptidazica depinde de aminoacidul din pozitia P, GIn, Leu, Met, Lys(Boc),
Trp(Boc), Tyr(‘Bu), Ala, fiind cei mai reactivi [8].
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1.8. Imobilizarea enzimelor

Enzimele si celulele intregi sunt catalizatori ce prezinta proprietati excelente,
capabile sa catalizeze majoritatea proceselor chimice complexe in diferite conditii
experimentale. Cu toate acestea, utilizarea industriala a enzimelor este destul de
limitata datorita instabilitatii termice si chimice, dificultatii de a fi recuperate din
mediul de reactie, costului ridicat al biocatalizatorului, etc [129].

Aceste dezavantaje pot fi eliminate prin imobilizarea enzimelor. Metodele de
imobilizare pe un suport solid (silice, aluminiu, sticla, agaroza sau celuloza) prezinta
avantajele fixarii moleculelor de enzima in interiorul suportului, ceea ce reduce
pierderea activitatii catalitice determinata de procesul de autoliza si Tmbunatateste
stabilitatea termica si operationala a enzimelor [130].

Principalele avantaje ale enzimelor imobilizate in raport cu cele solubile sunt
urmatoarele:

toxicitate scazuta;

costuri scazute;

activitate si selectivitate ridicata;

stabilitate din punct de vedere chimic si termic in conditiile de proces si de
pastrare;

insolubilitate in mediul de reactie;

stabilitate mecanica;

rezistenta la atacurile microbiene;

posibilitate de reutilizare.

VYV VVY

YV VY

In functie de proprietdtile enzimelor, cum ar fi, dimensiunea, reactivitatea
chimica a grupelor functionale, gruparile ionice si domeniile hidrofobe, exista diferite
forme de imobilizare a enzimelor:

> legare necovalenta (adsorbtie);
> legare covalenta si inretelare (cross-linking);
» entrapare [131].

Studiile recente au demonstrat ca, prin combinarea rationala a diferitelor
metode de imobilizare se pot elimina anumite dezavantaje, care nu pot fi excluse
folosind metoda individuala.

1.8.1. Imobilizarea prin entrapare

Pe langa reutilizarea enzimei, tehnicile de imobilizare oferd, in plus, avantaje
cum sunt separarea produsului si operarea in sistem continuu. In cazul obtinerii cu
succes al unui biocatalizator care sa prezinte proprietati superioare, suportul de
imobilizare este considerat cea mai importanta componenta [3].

Tehnica entraparii este una dintre cele mai simple metode de imobilizare a
enzimelor si celulelor intregi, fiind a treia metoda descoperitd dupa imobilizarea prin
legare covalenta si adsorbtie. Prin entrapare se intelege procesul prin care enzima
este incorporatd intr-o matrice formata prin procedee fizice sau chimice, cum ar fi
inretelarea sau gelifierea. In general, reteaua de entrapare este formata in timpul
procesului de imobilizare. Moleculele de enzima pot fi incorporate fizic sau covalent
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in matricea de imobilizare, prin urmare entraparea se poate clasifica in: entrapare
covalenta si entrapare chimica [132]. In timpul procesului de imobilizare, structura
moleculei de enzima este pastrata aproape nemodificatd, de aceea aceastd metoda
este considerata una dintre cele mai eficiente.

1.8.1.1. Activitatea enzimelor entrapate

Retentia activitatii enzimelor imobilizate reprezinta de obicei raportul dintre
activitatea specifica a enzimei imobilizate (U/mg proteina imobilizata) si activitatea
specifica a enzimei libere (U/mg proteina). De multe ori nu se reuseste prezicerea
comportamentului catalitic al enzimelor imobilizate n medii neconventionale
(solventi organici), deoarece activitatea masurata in mediu apos nu se coreleaza cu
activitatea in solventi organici [132]. De aceea, activitatea retinuta se refera strict la
activitatea masurata in medii de reactie apoase. Activitatea enzimelor imobilizate
prin entrapare este dependenta de mai multi factori: natura matricei de sol-gel,
dimensiunea particulelor, incarcarea cu enzimd, aditivi, metoda si conditiile de
imobilizare.

Efectul incarcérii cu enzima asupra activitatii

Activitatea enzimelor imobilizate in matrici polimerice depinde de limitarile de
difuziune. De exemplu, influenta incarcarii cu enzima asupra activitatii a fost
observata pentru lipaza din Candida rugosa (CrL) entrapata in sol-gel [133]. Profilul
de activitate al lipazei CrL entrapate in matrici de ENTP 4000 a fost complet diferit
de cel al lipazei imobilizate prin adsorbtie sau legare covalentd, deoarece activitatea
enzimei este liniar dependenta cu cantitatea de enzima adaugata la imobilizare
[134]. Activitatea aceleiasi enzime imobilizate in matrici de PVA [135], precum si
activitatea subtilizinei Carlsberg entrapatd in matrici de silice [64] au fost de
asemenea puternic influentate de cantitatea de enzima entrapata.

Influenta naturii suportului de imobilizare asupra activitatii

Suporturile de imobilizare se clasifica in patru grupe: suporturi hidrofobe,
hidrofile, incarcate electric sau neutre. Cu toate acestea, dependenta activitatii
enzimatice de hidrofilicitatea substratului difera de la o enzima la alta. Activitatea
colesteroloxidazei imobilizate in geluri de poliacrilamida a fost de patru ori mai mare
decéat in geluri de alginat. Deoarece gelul de poliacrilamida este neutru, iar cel de
alginat este incarcat negativ, s-a ajuns la concluzia ca hidrofobicitatea gelului sau
interactiunile electrostatice pot fi cruciale pentru activitate [132]. B-glucozidaza
imobilizatd in alginat de calciu (3% alginat, 0,2 M CaCl,) a retinut 66% din
activitatea enzimei native, In timp ce activitatea in gel de poliacrilamida (20%
acrilamida si 1,2% bis-acrilamida) a fost de 55% [136]. Mai mult, constanta
Michaelis-Menten (K,,) a B-glucozidazei imobilizate in gel de poliacrilamida a avut
aproximativ aceeasi valoare cu cea a enzimei libere, sugerand ca suportul de
imobilizare este neutru si ca limitarile difuzionale sunt minime [137]. In cazuri
speciale, valoarea activitatii retinute a enzimei imobilizate poate depasi 100%
datorita efectului de activare a enzimelor (lipaze) la interfata [138].

Controlul difuziunii asupra activitatii

In cazul enzimelor entrapate in matrici de sol-gel apar constrangerile legate
de difuziune. Activitatea regasitd dupa imobilizare este dependentd de dimensiunea
particulelor, porozitate si dimensiunea porilor. De obicei, valoarea acesteia scade
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dupa imobilizare datoritéa limitarilor difuzionale. Activitatea regasita dupa
imobilizarea n sol-gel a lipazei din Candida rugosa a fost de 10-20%. Cu toate
acestea, enantioselectivitatea enzimei imobilizate a fost mai mare decat in cazul
enzimei native in reactia de sinteza a esterului (S)-ibuprofenului pornind de la
amestecul racemic de ibuprofen si izooctan. Stabilitatea lipazei a fost de asemenea
fmbunatatita dupa imobilizare. Printre strategiile abordate in vederea minimizarii
constrangerilor de difuziune se numara tehnica folosirii unor aditivi inerti la
imobilizare (de exemplu, zaharuri, surfactanti sau PEG) [132].

Influenta aditivilor folositi la imobilizare asupra activitatii
Ca si in cazul altor tehnici de imobilizare, activitatea enzimelor entrapate este
influentata de aditivii adaugati in timpul procesului de imobilizare [139, 140].
Acestia au urmatoarele functii:
atenuarea constrangerilor de difuziune;
cresterea porozitdtii;
cresterea sau diminuarea activitatii;
modificarea conformatiei enzimei [141].

YV VY

Unii aditivi ar putea imbunatati coeficientul de difuziune, prin obtinerea unei
structuri foarte poroase asa cum s-a demonstrat la imobilizarea ureazei in matrici
derivate de metacrilat de 2-hidroxietil si/sau N-vinil-2-pirolidona [142]. Se pot folosi
ca aditivi urmatorii compusi: eteri, polizaharide, PEG, surfactanti, saruri de metale
[143].

1.8.1.2. Stabilitatea enzimelor entrapate

Majoritatea enzimelor entrapate sunt mai stabile decéat cele adsorbite pe un
suport solid sau legate covalent de un suport de imobilizare. De exemplu,
glucozamida adsorbita pe suporturi neporoase de polietilenimina a fost mai putin
stabila decat enzima nativa, in timp ce entrapata in matrici polimerice obtinute prin
fenomenul de polarizare, s-a dovedit a fi mult mai stabila [132]. Un alt exemplu,
pronaza si chimotripsina covalent atasate de filme de polidimetilsiloxan (PDMS) au
fost mai putin stabile decat enzimele entrapate [144]. Raviyan s.a. au demonstrat
ca prin entraparea o-amilazei in gel de poliacrilamida, stabilitatea termica a crescut
de 5 ori la 60°C [145]. De asemenea, timpul de injumatatire al lipazei imobilizate Tn
sol-gel a fost de 51 de ori mai mare decat al enzimei native [146]. Aceste exemple
demonstreaza ca ar putea exista un mecanism comun de stabilizare al enzimei prin
tehnica de entrapare in sol-gel.

Influenta naturii suportului de imobilizare asupra stabilitatii

Stabilitatea termicd si operationala a enzimelor este dependenta de
proprietatile monomerilor si matricei de imobilizare [147]. Metodele folosite pentru
obtinerea unor preparate enzimatice stabile se pot clasifica in urmatoarele grupe:

intensificarea efectelor de limitare folosind tehnica sol-gel;
entrapare-stabilizare;

tehnica de imobilizare dubla;

entrapare-inretelere (cross-linking).

Y VVY
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Prin entraparea biomoleculelor in sol-gel, limitarea maxima poate fi obtinuta
datorita contractiei gelului (dimensiunea porilor scade de la 20 nm la 2-5 nm) in
timpul maturarii acestuia. De aceea degradarea structurii tertiare poate fi mult mai
redusa. Stabilizarea prin entrapare se bazeaza pe faptul ca enzima stabilizata, de
exemplu prin modificare chimicd, poate fi supusa apoi imobilizarii prin tehnici de
entrapare corespunzatoare. S-a demonstrat ca stabilitatea si proprietatile tirozinazei
(din ciuperci) entrapate in geluri de alginat si poliacrilamida sunt dependente de
natura matricei de imobilizare [132].

Dependenta stabilitatii de structura enzimei

Efectul stabilizator al metodei dg imobilizare este dictat in cele din urma de
orice schimbare in structura enzimei. In cazul in care structura enzimei se modifica
in timpul procesului de imobilizare, stabilitatea se poate imbunatati.

1.8.1.3. Selectivitatea enzimelor entrapate

Ca si in cazul celorlalte metode de imobilizare, entraparea fizica este in
masura sa afecteze selectivitatea enzimelor, fara modificarea chimica a acestora.
Aceasta sugereaza ca enantioselectivitatea nu este determinata doar de secventa
aminoacizilor, ci si de mediul de imobilizare (care poate fi modificat prin adaugarea
aditivilor sau  suporturilor de imobilizare). Prin urmare, imbunatatirea
enantioselectivitdtii enzimei entrapate ar putea fi atractiva datorita simplitatii si
aplicabilitatii universale. In general, imbunatatirea selectivitatii enzimei poate fi
influentata de:

» mediu;
> limitarile difuzionale;
> modificarea conformationala [132].

Influenta suportului de imobilizare asupra selectivitatii

Suportul de imobilizare este strans legat de conformatia enzimei. Astfel, 2-
manozidaza imobilizata in gel de alginat de sodiu a avut un spectru diferit
comparativ cu enzima nativa [148]. In mod asemanator, selectivitatea glucoamilazei
entrapate a fost diferita fata de enzima adsorbita pe un suport solid, probabil
datorita limitarilor difuzionale [149]. De asemenea, enantioselectivitatea lipazei din
Rhizopus miehei a fost imbunatatita prin entrapare in sol-gel [150]. S-a demonstrat
de asemenea, cd aditivii sau eterii adaugati la imobilizare influenteaza
enantioselectivitatea enzimelor entrapate [151].

Influenta naturii suportului solid asupra selectivitatii

Furukawa si colaboratorii au demonstrat ca lipaza imobilizata in matrici de sol-
gel derivate din dimetildimetoxisilan (DMDMOS) si tetrametoxisilan (TMOS) si apoi
adsorbita pe Celite 545 a fost de pana la 10 ori mai eficienta decat cea doar
adsorbita pe Celite. Enantioselectivitatea a fost imbunatatita cu cresterea lantului
alchil, sugerand ca natura silanului precursor poate determina modificarea
conformationald a enzimei [152].
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1.8.2. Tehnica de imobilizare a enzimelor in sol-gel

In ultimul deceniu, incapsularea enzimelor in interiorul retelelor anorganice de
sol-gel a devenit o metoda generica de obtinere a biocatalizatorilor eficienti, usor de
reciclat, datoritd simplitdtii si stabilizarii structurii tertiare a proteinelor prin
formarea retelei rigide de sol-gel [153, 154]. Astfel, sol-gelurile reprezinta o noua
clasa de materiale care s-au dovedit a fi potrivite pentru imobilizarea enzimelor si a
altor biomolecule. Ele pot fi impartite in doua clase, In functie de natura
precursorilor: precursori anorganici si precursori alcoxidici. Precursorii folositi la
entraparea enzimelor in sol-gel sunt in general notati cu (RO),Si. Calea alcoxidica
este importanta pentru materialele utilizate la imobilizare si implica transformarea
acestor precursori intr-un polimer anorganic reticulat. Precursorii alcoxidici pot fi:
tetraalcoxisilani, alchiltrialcoxisilani, trialcoxisilani functionali, alcoximetalati.

H
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| . . |
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RO™ R OR OR RO™ bR
Tetraalcoxisilani Alchiltrialcoxisilani Trialcoxisilani functionali Alcoximetalati

Procesul de formare a solului are loc la temperatura scazuta, implicand
hidroliza si policondensarea silanilor precursori (Figura 1.24).
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Figura 1.24. Procesul de obtinere a xerogelului

Materialele ceramice obtinute sunt non-toxice, compatibile din punct de
vedere biologic si nu se dilata in solutie apoasa sau solventi organici, prevenind
pierderea biomoleculei entrapate [155, 156, 157]. Comparativ cu alte metode de
imobilizare, tehnica de entrapare in sol-gel prezinta mai multe avantaje:

e imobilizarea unei cantitati mari de enzima;

e stabilitatea termica si chimica;

e procedeul de obtinere este simplu, neimplicand modificari covalente in
structura enzimei care ar putea determina inactivarea enzimei;

o flexibilitatea controlului dimensiunii si geometriei porilor.
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Biomoleculele entrapate in sol-gel, prezintd de obicei stabilitate operationalad
ridicatd si rezistenta la denaturarea termica si chimica. Aceasta tehnica a fost
aplicata pentru a imobiliza biomolecule diferite (proteine, enzime, anticorpi) folosind
tetraalcoxisilanii (tetrametoxisilan, TMOS sau tetraetoxisilan, TEOS) ca precursori
[4]. Stabilitatea preparatelor enzimatice este dependenta de concentratia de
enzima, pH, taria ionica si de alte conditii de imobilizare [158].

Sol-gelurile de siliciu sunt materiale extrem de poroase, usor de obtinut si de
modificat. Matricea de sol-gel formata este un material inert chimic din sticla,
putdnd fi proiectatd pentru a prezenta stabilitate mecanica si termica. In prima
etapa a procesului de imobilizare, are loc hidroliza partiald sau completd a
precursorului corespunzator (de exemplu, metiltrimetoxisilan) intr-un solvent
organic, de exemplu alcooli, pentru a forma un sol apos. Reactia de hidroliza poate
avea loc in cataliza acida, bazica sau nucleofild. Hidroliza este apoi urmata de reactii
de condensare, formandu-se solul, care este un amestec de monomeri partial
hidrolizati si condensati. Precursorul hidrolizat este apoi amestecat cu solutia de
enzima, alaturi de catalizatori, aditivi pentru controlul uscarii, agenti de modelare,
necesari pentru modificarea proprietatilor materialului finit. In continuare, prin
condensarea monomerilor are loc formarea gelului, in care porii sunt umpluti cu apa.
Acest gel umed poate fi uscat prin procesul de evaporare al apei si alcoolului rezultat
in urma hidrolizei precursorilor monomeri. In aceste conditii, fortele capilare vor
provoca micsorarea semnificativa a sol-gelului, pierzandu-se o parte din structura
sa. Gelul uscat obtinut se numeste xerogel (Figura 1.25). Deoarece, dupa maturare,
dimensiunile porilor de gel sunt, de obicei, intre 2-20 nm, materialele sunt
clasificate ca materiale mezoporoase.
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Figura 1.25. Schema de sinteza a matricei de sol-gel
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in cazul in care la imobilizare se foloseste un alchiltrialcoxisilan (de exemplu,
metiltrimetoxisilan) gelul obtinut va avea o suprafata hidrofoba. Prin modificarea
suprafetei, acesta va putea fi folosit fie ca suport hidrofil formand legaturi de
hidrogen cu enzima, fie ca suport hidrofob [159].

Pentru cresterea randamentului de regasire al activitatii, este necesara
folosirea aditivilor, cum ar fi PEG, zaharuri, surfactanti pentru a modula dimensiunea
porilor si a creste permeabilitatea substratului prin pori si accesibilitatea enzimei
[160]. Cu toate acestea, exprimarea activitatii enzimatice este dictata de mai multi
factori, de exemplu, natura precursorilor [151], aditivii folositi la imobilizare,
procesul de uscare [161] si proprietatile substratului [162].

Principalul dezavantaj al metodei sol-gel este cd nu toate moleculele de
enzima entrapate sunt catalitic active [163]. Unele dintre acestea, aflate in interiorul
matricei de sol-gel, ar putea fi inactivate in timpul procesului de entrapare sau pot fi
fizic inaccesibile moleculelor de substrat, in ciuda structurilor lor native (Figura
1.26).
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Figura 1.26. Accesibilitatea moleculara a enzimelor entrapate in matricea sol-gel [132]
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Pentru a se putea realiza imobilizarea biomoleculelor prin procesul sol-gel este
nevoie de indeplinirea urmatoarelor cerinte generale:

> Metoda trebuie sa fie aplicabild solutiilor apoase, deoarece acestea sunt
necesare pentru mentinerea functiei biologice a biomoleculelor.

> Reactia de polimerizare trebuie sa fie compatibila cu domeniile de pH si cele
de tarie ionica necesare pentru functionarea proteinei (pH 4-10, tarie ionica
0,01-1,00M).

> Procesul trebuie sa aibd loc la temperatura apropiata de temperatura
camerei pentru a mentine conformatia nativa a proteinelor.

> Materialele trebuie sa aiba dimensiunea porilor suficient de mica pentru a
preveni antrenarea moleculelor in solutie, dar destul de mare pentru a
permite compusilor cu molecule mai mici sa patrunda in interiorul matricei
cu usurinta.
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> Proprietatile materialului ar trebui sa permitd modificarea mediului intern
pentru a favoriza activitatea biomoleculelor entrapate.

> In cazul in care este folosit drept componenta a unui biosenzor, materialul
final trebuie sa fie transparent din punct de vedere optic sau conducator de
electricitate, pentru a permite masuratori spectroscopice sau electrochimice.

> Fabricarea materialului trebuie sa fie simpld, directa si reproductibila
permitand obtinerea unei varietati de forme ce includ sticla groasa, filme
subtiri, fibre, pudra, etc. [17].

Obtinerea performantelor ridicate ale enzimelor imobilizate (activitate,
stabilitate si selectivitate), necesitd selectarea precursorilor corespunzatori si
optimizarea raportului molar al acestora. Disponibilitatea precursorilor cu diferite
proprietati chimice (hidrofili sau hidrofobi, incarcati pozitiv sau negativ, activi sau
inerti) este principalul mijloc de Tmbunatatire al proprietatilor enzimatice. De
asemenea, cercetatorii au demonstrat ca aditivii folositi la imobilizare joacd un rol
foarte important in cresterea performantelor catalitice ale enzimelor. De exemplu,
1,3-d-glucanaza imobilizata in matrici derivate de tetrakis(2-hidroxietil)ortosilicat
(THEOS) nu si-a pierdut activitatea, in timp ce activitatea a-D-galactozidazei a fost
depengenté de natura polizaharidei folosite ca aditiv [140].

In functie de metoda selectatda, matricea de sol-gel are un efect substantial
asupra performantelor enzimelor imobilizate, de exemplu, asupra activitatii,
selectivitatii si stabilitatii. Astfel, este esentiald selectarea metodei adecvate, in
conformitate cu particularitatile si aplicatiile fiecarei enzime.

1.8.3. Aplicatiile enzimelor imobilizate in procesele continue

. Enzimele imobilizate pot functiona atat in sistem continuu, cat si discontinuu.
In procesele discontinue, enzima este recuperatd pentru a fi utilizata in sarjele
ulterioare, pana in momentul in care se inactiveaza si necesita inlocuirea. In
consecinta, productivitatea specifica (masa de produs/masa de biocatalizator -
timpul de operare) creste, iar bioreactorul este proiectat pentru a satisface nevoile
unui anumit proces. Functionarea in sistem continuu a enzimelor este strict legata
de imobilizarea acestora, deoarece stabilitatea trebuie sa fie ridicatda n acest
context. Mai multe configuratii de reactoare au fost propuse si folosite pentru
efectuarea proceselor catalizate enzimatic (Figura 1.27)
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Figura 1.27. Diferite configuratii ale reactoarelor cu enzime imobilizate: a: discontinuu; b:
discontinuu cu recirculare; c: cu agitare si ultrafiltrare; d: continuu cu agitare; e: continuu in
strat fix de biocatalizator; f: continuu in strat fluidizat [15]

Cele mai utilizate reactoare sunt cele in strat fix de biocatalizator (packed-bed
reactors, PBR) in care enzima imobilizata este fixata in interiorul unui reactor, iar
solutia de substrat este trecuta peste acesta si reactoarele cu agitare, in care
enzima este retinuta 1n interiorul acestora sau recuperata prin filtrare sau
centrifugare si reutilizata. O alternativa este reactorul in strat fluidizat, in care
particulele de enzima sunt retinute prin echilibrul hidrodinamic dintre forta
gravitationala si fortele produse de debitul solutiei de substrat.

Functionarea reactoarelor in strat fix este continua, cu un debit constant de
alimentare. Reactorul poate fi alimentat de jos in sus. La scara de laborator este de
preferat aceastda metoda, deoarece este mai simplu sa se mentina nivelul de lichid
deasupra stratului de biocatalizator, evitdndu-se in acest fel compactarea. La scara
industriald, este frecvent utilizata alimentarea de sus in jos, deoarece se reduce
necesarul de energie pentru pompare. In acest caz, compactarea stratului de
enzima poate fi controlata prin schimbarea periodica a debitului, care mai are ca
scop curatarea biocatalizatorului [15].

Gea si colaboratorii au realizat hidroliza enzimatica totala in sistem continuu a
cazeinei folosind endo- si exopeptidaze imobilizate pe suporturi de chitina. Dintre
enzimele testate, proteaza din Aspergillus oryzae s-a dovedit a fi cea mai eficienta
[164].

Stabilitatea operationala a subtilizinei Carlsberg imobilizata prin inretelare
(CLECs) a fost de asemenea studiata in sistem continuu si discontinuu [66].

Productia pe scara largd a monoacilglicerolilor a fost realizatd n sistem
continuu n strat fix folosind lipaza PS din Pseudomonas cepacia. Randamentul
maxim a fost atins dupa 24 de ore de reactie [165].

Hidroliza inulinei a fost realizatd cu succes in regim continuu folosind o
exoinulinaza covalent imobilizatd pe Duolite A568. Reactorul in strat fix a functionat
continuu timp de 75 de zile, timpul de injumatatire al acestuia fiind atins dupa 72 de
zile la 55°C [166].
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1.9. Concluzii

In ultimii ani s-a indreptat atentia asupra dezvoltdrii si obtinerii unor noi
procese si produse ecologice cu impact redus asupra mediului Tnconjurator si a
sanatatii umane, dar viabile din punct de vedere economic. Sinteza enzimatica a
peptidelor cu efect terapeutic s-a dovedit intr-o serie de procese o alternativa
promitatoare pentru industria farmaceutica. Astfel, biocataliza n medii
neconventionale a extins spectrul aplicatiilor proteazelor in acele reactii care nu pot
avea loc in medii apoase, si anume sinteza peptidelor in schimbul hidrolizei
acestora. Prin utilizarea peptidelor biologic active in industria medicamentelor se
reduce astfel costul si timpul de desfasurare a studiilor de toxicitate necesare pe
parcursul procesului, precum si incercarile clinice. Productia la scara industriala este
favorizata de folosirea enzimelor imobilizate, deoarece acestea ofera o serie de
avantaje comparativ cu cele solubile: conditii blande de reactie, reutilizarea
biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei care ar putea determina formarea
metabolitilor secundari.

Cercetarile efectuate in cadrul tezei de doctorat au urmarit obtinerea de noi
biocatalizatori pentru modificarea peptidelor la gruparea carboxil terminald. S-a pus
accent pe imobilizarea alcalazei in matrici siliconice de sol-gel, optimizarea metodei
de imobilizare, caracterizarea preparatelor enzimatice obtinute si optimizarea
conditiilor proceselor de hidroliza si amidare ale gruparii carboxilice C-terminale a
peptidelor, in vederea obtinerii unei eficiente catalitice maxime si a unei selectivitati
ridicate. S-a studiat structura morfologica, iar enzima imobilizata a fost caracterizata
prin determinarea activitatii catalitice, stabilitatii termice, operationale si de
conditionare a enzimei. De asemenea, s-a studiat reproductibilitatea metodei de
imobilizare, iar alcalaza imobilizata prin tehnica de sol-gel a fost standardizata
pentru aplicatii in sistemele continue.

In capitolele urmatoare, sunt prezentate rezultatele originale obtinute pe
parcursul derularii cercetarilor experimentale.
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La ora actuald, datorita cresterii gradului de constientizare cu privire la
importanta reglementarilor si sigurantei in domeniul sanatatii, s-a solicitat cautarea
intensiva a alternativelor de obtinere a peptidelor biologic active pe cale enzimatica.
Productia la scara industriala este insa favorizata de folosirea enzimelor imobilizate,
deoarece acestea ofera o serie de avantaje comparativ cu cele solubile (de exemplu,
conditii blande de reactie, reutilizarea biocatalizatorului, evitarea autolizei enzimei,
functionarea in sistem continuu, proces economic).

In cazul aplicatiilor industriale ale noilor procese enzimatice bazate pe
modificarea gruparii C-terminale a peptidelor este obligatorie o eficienta catalitica
ridicatd a biocatalizatorului, care sa fie stabil in conditiile de proces si sa manifeste
proprietati constante indiferent de lotul din care provine. Una din problemele care au
fost intalnite a fost variatia larga a eficientei catalitice a diferitelor sarje de alcalaza
imobilizata. Aceasta reproductibilitate scazuta in calitatea enzimei imobilizate poate
fi datorata variatiei compozitiei si proprietatilor diferitelor loturi de alcalaza utilizate
la imobilizare, precum si reproductibilitatii si controlului scdazut al imobilizarii
enzimelor prin inretelare. In prezent, numarul de enzime imobilizate disponibile
comercial este limitat la alcalaza-CLEA (furnizaté de CLEA Technologies, Delft) si
alcalaza legata covalent de o matrice polimerica (furnizata de ChiralVision, Leiden).
Cea din urma, nu a prezentat activitate ridicata in cazul transformarilor dorite. Din
aceastda cauza, este necesar studiul imobilizarii alcalazei, descoperirea unui
catalizator insolubil, robust si eficient in aplicatiile industriale ale sintezei peptidelor.
Noul biocatalizator trebuie sa prezinte urmatoarele proprietati:

- eficienta catalitica in cazul functionalizarii gruparii carboxilice C-terminale
(de exemplu: amidare si deprotectie);

- activitate catalitica si stabilitate ridicata in medii neconventionale, aproape
anhidre, particular in solventi organici hidrofili si amestecuri ale acestora;

- stabilitate termica ridicata;

- proprietati constante in ceea ce priveste activitatea catalitica, stabilitatea
procesului si compatibilitatea cu solventii hidrofili independent de lotul de
provenienta al enzimei, timpul de imobilizare, etc;

- stabilitate operationala ridicata;

- stabilitate buna la depozitare;

- specificitate larga de substrat.

in plus, suportul folosit la imobilizare trebuie s3 fie inert chimic, stabil si sa
aiba bune proprietati mecanice. Enzima imobilizata trebuie sa poata fi indepartata
usor din amestecul de reactie la sfarsitul acesteia si reutilizata.

Acesta este motivul pentru care teza de doctorat este consacrata obtinerii de
noi preparate enzimatice stabile care sa prezinte eficienta ridicata in deprotejarea si
amidarea peptidelor C-terminale. Rezultatele sunt prezentate si discutate in cele 5
subcapitole cuprinse in partea de contributii originale.

Caracterizarea enzimelor native folosite in acest studiu este prezentatd in
capitolul 2.1. Astfel, pentru determinarea puritatii preparatelor comerciale s-au
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folosit diferite metode, respectiv electroforeza in gel de acrilamida si cromatografia
de excluziune sterica. Capitolul 2.2 prezinta studiul reactiilor de deprotectie selectiva
a esterilor C-terminali ai peptidelor catalizate de alcalaza nativa, cat si imobilizata.
Comportarea enzimelor in prezenta solventului organic (N,N-dimetilformamida) a
fost de asemenea studiatd. In capitolul 2.3, biocatalizatorii obtinuti prin imobilizare
in sol-gel au fost testati in reactia de amidare a dipeptidei protejate Z-Ala-Phe-OMe.
Datorita stabilitatii ridicate, posibilitatea reutilizarii enzimelor a dus la deschiderea
unei noi directii, foarte interesante, aceea de a utiliza enzimele in procesele continue
(capitolul 2.4). Astfel, la nivel industrial procesele ar deveni mult mai economice.
Caracterizarea morfologica si structurald a biocatalizatorilor a fost discutata in
capitolul 2.5.

2.1. Caracterizarea enzimelor native studiate

Enzimele utilizate in studiile ulterioare sunt preparate comerciale produse de
tulpina Bacillus licheniformis, principala proteina din compozitia lor fiind subtilizina.
Alcalaza 2.4L FG este un produs care respecta specificatiile de puritate recomandate
pentru enzimele utilizate in produsele alimentare. Activitatea acestei proteaze,
obtinuta prin fermentatia submersa a microorganismului, este de 2,4 U/g. Cea de-a
doua enzima, alcalaza 2.5L DX, obtinutd prin acelasi proces de fermentatie
submersa prezinta o activitate de 2,5 U/g.

Pentru a determina puritatea enzimelor comerciale folosite in acest studiu am
folosit diferite metode, respectiv electroforeza in gel de acrilamida si cromatografia
de excluziune stericd. Rezultatele anterioare obtinute in cadrul grupului de cercetare
au demonstrat o reproductibilitate scazuta in calitatea enzimei imobilizate prin
legare covalenta in reactia de amidare a peptidelor. Astfel, s-a pus intrebarea daca
acest comportament poate fi rezultatul variatiei compozitiei si proprietatilor
diferitelor loturi de alcalaza. Pentru a raspunde la aceastad intrebare, s-a realizat
analiza calitativa a proteinelor continute in preparatele enzimatice comerciale prin
electroforeza in gel de acrilamida.

2.1.1. Electroforeza pe gel de poliacrilamida

Dezvoltarea tehnicilor de separare si caracterizare a proteinelor din ultima
jumatate a secolului XX-lea, a dus la posibilitatea de a investiga mai indeaproape
compozitia diferitelor fractiuni proteice ale unui extract provenit din tesuturi
animale, plante sau din culturi microbiene. Electroforeza in gel de poliacrilamida
este un procedeu care se foloseste pentru a monitoriza complexitatea unui amestec
de proteine, prin separarea proteinelor intr-un gel de poliacrilamidda pe baza
diferentelor de sarcind sub influenta campului electric. Gelul permite o separare
completa, pe baza aceluiasi principiu de separare utilizat in cromatografia cu schimb
de ioni. Proteinele cu greutatea moleculara cea mai mica vor fi cele care vor migra
cel mai repede in gelul de poliacrilamida, datorita mobilitatii mai crescute prin pori.

Utilizand geluri de poliacrilamida pentru electroforeza in conditii denaturante
de tipul NUPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels furnizate de Invitrogen™ si protocolul
de colorare cu Coomassie Brilliant Blue, s-a obtinut aspectul general al fractiunilor
proteice din compozitia proteazelor comerciale de tip alcalaza (alcalaza 2,4L FG si
alcalaza 2,5L DX) produse de tulpina Bacillus licheniformis. Interpretarea
rezultatelor s-a realizat prin simpla analiza a gelurilor si notarea prezentei sau
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absentei benzilor corespunzdtoare diferitelor proteine continute in sistemul
enzimatic testat (Figura 2.1).

1 2 3 4

62 kDa

49 kDa «— 55kDa

38 kDa

28 kDa <— Subtilizina (29 kDa)
17 kDa

Figura 2.1. Aspectul fractiunilor proteice separate prin SDS-PAGE din preparatele
comerciale de alcalaza (Bacillus licheniformis). Linia 1, marker continand proteine
standard; linia 2, subtilizina A pur3d; linia 3, alcalaza 2,5L DX; linia 4, alcalaza 2,4L FG (lot
nr. PLN05354)

Sunt vizibile pe gel cateva fractiuni mai importante cantitativ, cum ar fi
fractiunea proteica de 55 kDa prezenta in ambele preparate comerciale si fractiunea
cea mai intensa corespunzatoare subtlizinei A (29 kDa). Analiza comparativa a celor
doua enzime analizate evidentiaza ca alcalaza 2,4L FG prezinta un numar mai mare
de benzi cu mase moleculare cuprinse intre 29 kDa si 55 kDa, comparativ cu
alcalaza 2,5L DX. Numarul mare de proteine cu mase moleculare sub 29 kDa poate
fi rezultatul procesului de autoliza enzimatica [167].

Pentru a avea o analiza calitativa clara a proteinelor continute in preparatele
enzimatice comerciale, precum si eventualele variatii Tn compozitia acestora, s-a
realizat electroforeza pe gel de poliacrilamida (Figura 2.2).
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<—— Subtilizind

Figura 2.2. Electroforeza pe gel de poliacrilamida a loturilor de alcalaza. Linia 1, marker
continand proteinele standard; linia 2 si 3, alcalaza 2,4L FG lot nr. PLN05354 (loturi identice
provenite din experimente diferite); linia 4, alcalaza 2,4L FG lot nr. PLNO5361

Din Figura 2.2 se poate observa ca loturile de alcalaza prezinta o banda larga
la aproximativ 29 kDa care corespunde cu masa moleculara a subtilizinei. Nu se
observa diferente in compozitia acestora, ceea ce dezvaluie o buna reproductibilitate
a compozitiei proteice.

2.1.2. Cromatografia de excluziune sterica

Pentru o caracterizare mai detaliatda a enzimelor am folosit in continuare
cromatografia de excluziune sterica. Cromatografia de excluziune sterica denumita
si cromatografia de permeatie prin gel (GPC) se bazeaza pe diferentele de marime si
structura ale biomoleculelor. Moleculele mici intra in porii matricei fiind retinute in
faza stationara, in timp ce moleculele mari trec prin coloanad cu viteze diferite in
functie de greutatea molecularda si structura lor. Pentru a determina masa
moleculara a proteinelor, se folosesc proteine marker (in general proteine globulare)
cu masa moleculard cunoscuta.

Cele doua preparate enzimatice comerciale, alcalaza 2,4L FG si 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 elutie si a curbei de etalonare a coloanei utilizénd
proteine standard cu MW fin intervalul 13,7-232 kDa, conform metodei descrise in
capitolul 3.2.4.

Enzima purd prezintd in compozitia sa doud proteine principale, subtilizina A
(M = 29 kDa) si o proteind cu masa mai mica (M = 13,3 kDa). Componenta
principald a celor trei enzime studiate este subtilizina (Figura 2.3). Atat in
compozitia subtilizinei, cat si in cele doua preparate de alcalza, se observa prezenta
unor proteine cu mase moleculare mici, eliberate probabil in urma autolizei enzimei.
Dupa cum se observa, profilul enzimatic al celor douad preparate comerciale alcalaza
2,4L FG si alcalaza 2,5L DX este comparabil, insa nu este identic. Datorita
concentratiei foarte mici in amestec, proteinele cu masa moleculard mai mare de 29
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kDa (prezente in gelul de electroforeza, Figura 2.1), nu sunt vizibile in
cromatograma (Figura 2.3).

35
——Alcalase 2.5L DX
30 A ——Alcalase 2.4L FG
—— Subtilisin A
25 A
£
<
& 20
=
f=
©
£ 15
o
[7]
]
<
10 A
5 i
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Volum de elutie (ml)
Figura 2.3. Cromatograma preparatelor enzimatice studiate si a enzimei pure (subtilizina A)

Fractiunile colectate in urma separarii cromatografice au fost testate in reactia
de hidroliza a succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidei (SAAPF-pNA) determinata prin
metoda spectrofotometrica. S-a urmarit astfel protocolul de la punctul 3.2.8. Masa
moleculara a proteinelor componente a fost calculata pe baza dreptei de etalonare
prezentata in capitolul 3.2.4. In cazul enzimei pure, fractiunea cea mai activa a fost
cea corespunzatoare subtilizinei (fractiunea 23), aceasta fiind si cea mai bogata in
proteine (Tabelul 2.1). Profilul cromatografic al enzimei rezultat la separarea prin
cromatografia de excluziune, precum si activitatea fractiunilor studiate sunt
reprezentate in Figura 2.4a. Masa moleculara corespunzatoare picului cel mai activ
este de 29 kDa. Cea de-a doua componenta importantd prezentd in structura
subtilizinei, corespunzatoare unei mase moleculare de 13,3 kDa s-a dovedit mai
putin activa in reactia studiata. Astfel, se poate concluziona ca subtilizina nu este o
enzima pura din punct de vedere cromatografic, ci este imbogatitéd in componenta
activa.
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Tabelul 2.1. Activitatea fractiunilor separate prin cromatografia de excluziune in
cazul subtilizinei pure

Nr.

. 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
fractiune

Adivitate | o 150 | 0,185 | 0,199 | 0,219 | 0,167 | 0,061 | 0,084 | 0,048 | 0,025 | 0
(pmol/s-ml)

Continut
de proteine | 0,019 | 0,047 | 0,048 | 0,049 | 0,036 | 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,010 | 0,001

(mg/ml)

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

Nr.

fractiune 23 24 25 28 29 30 31 34 35

Activitate |, 506 | 0,090 | 0,177 | 0,185 | 0,181 | 0,183 | 0,131 | 0,044 | 0,056
(gmol/s-ml)

Continut de
proteine 0 0,016 | 0,043 | 0,055 | 0,033 0,025 0,015 0 0,016

(mg/ml)

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

Nr. fractiune 23 24 25 27 28 29 30 31 35
Activitate 0,024 | 0,055 | 0,157 | 0,291 | 0,189 | 0,267 | 0,196 | 0,140 | 0,037
(gmol/s-ml)
Continut de
proteine o | 0,016 | 0,023 | 0,061 | 0,054 | 0,043 | 0,039 | 0,025 | 0,034
(mg/ml)

In cazul preparatelor enzimatice comerciale (alcalazé 2,4L FG si alcalazd 2,5L
DX), activitatea catalitica maxima a fost obtinuta pentru fractiunea 28, respectiv 27
acestea avand si cel mai ridicat continut de proteine (Tabelul 2.2 si Tabelul 2.3).
Profilul cromatografic al celor douda enzime este comparabil, masa molecularad
corespunzatoare picului cel mai activ fiind de 27,5 kDa, in cazul alcalazei 2,4L FG,
respectiv 26,8 kDa in cazul alcalazei 2,5L DX. Proteina cu masa de aproximativ 12
kDa, prezenta in ambele preparate enzimatice s-a dovedit mai putin activa. Celelalte
proteine, cu MW mai mica de 10 kDa s-au dovedit inactive (Figura 2.3b si 2.3c).
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Figura 2.4. Cromatogramele proteinelor continute in preparatele enzimatice studiate;
activitatea fractiunilor proteice separate; (a) subtilizina A; (b) alcalaza 2,4L FG; (c) alcalaza
2,5L DX

2.1.3. Concluzii partiale

S-a analizat puritatea proteazelor comerciale studiate prin tehnica
electroforezei pe gel de poliacrilamida si a cromatografiei de excluziune sterica.

Electroforeza efectuata in conditii denaturante pe gel de poliacrilamida releva
prezenta unui numar mare de fractiuni proteice in ambele preparate comerciale de
alcalaza, principala enzima fiind subtilizina (29 kDa). Prin analiza rezultatelor
obtinute se pot evidentia asemanarile si deosebirile dintre diferitele produse
comerciale contindnd alcalaza.

Nu au existat variatii in compozitia si proprietatile diferitelor loturi de alcalaza.

Profilul enzimatic al celor trei proteaze relevd prezenta mai multor fractiuni
proteice cu masa moleculara cuprinsa intre 29 si 4 kDa proteina cea mai activa fiind
corespunzatoare unei MW de 29 kDa in cazul subtilizinei, 27,5 kDa in cazul alcalazei
2,4L FG, respectiv 26,8 kDa in cazul alcalazei 2,5L DX. Se poate concluziona astfel,
ca principala enzima activa din preparatului enzimatic proteolitic este subtilizina.

BUPT



2.2 Studiul reactiilor de hidroliza selectiva a peptidelor 67

2.2. Studiul reactiilor de hidroliza selectiva a peptidelor
catalizate de alcalaza imobilizata

2.2.1. Influenta mediului de reactie asupra eficientei catalitice a
alcalazei imobilizate

Sinteza chimica a peptidelor se poate realiza fie prin metoda liniara, in care
aminoacizii sunt asamblati unul cate unul, fie prin metoda convergentd. Cea de-a
doua metoda este preferata pentru sinteza peptidelor mai lungi, deoarece
randamentele sunt ridicate, iar fragmentele peptidice pot fi obtinute in paralel,
reducandu-se astfel timpul de sinteza. In sinteza chimicd, toate fragmentele
peptidice, cu exceptia celui C-terminal, trebuie sa fie selectiv deprotejate la
gruparea C-terminald. La scara industriala, este preferata sinteza peptidelor in faza
solidd, deoarece combind atat avantajele sintezei in faza solidd, cat si cele ale
sintezei in faza lichidd. In cazul sintezei convergente, gruparea C-terminala trebuie
sa fie stabila in conditiile asamblarii peptidei si in conditiile deprotectiei temporare a
gruparii N-terminale, care se repeta la fiecare ciclu al sintezei. Mai mult, gruparea
protectoare N-terminala, cat si cele corespunzatoare catenelor laterale trebuie sa fie
stabile in conditiile deprotectiei gruparii esterice la carbonul C-terminal. Datorita
stabilitatii ridicate, usurintei de introducere si disponibilitatii comerciale, esterii tert-
butilici sunt preferati pentru protejarea carboxilului terminal. Cu toate acestea,
deprotectia chimica selectiva a acestor esteri in prezenta gruparilor protectoare ale
catenelor laterale, nu este posibila. De aceea, este nevoie de o metoda selectiva
care sa hidrolizeze esterii tert-butilici C-terminali ai peptidelor in conditii blande de
reactie. Utilizarea enzimelor in sinteza peptidelor s-a dovedit a fi o alternativa
promitatoare datoritd selectivitatii ridicate a acestor biocatalizatori.

In acest context, unul din obiectivele acestor cercetari experimentale a fost
studiul reactiei de deprotejare (hidroliza) enzimatica a gruparii carboxilice terminale
a dipeptidei Z-Ala-Phe-OBu' catalizatd de alcalaza-CLEA. Pentru acest studiu [168]
s-a urmarit protocolul reactiei de hidroliza descris in capitolul 3.4, enzima folosita
fiind alcalaza-CLEA 08331 (1 mg/ml). Pe baza analizelor efectuate s-a calculat
activitatea enzimatica in primele momente ale reactiei. Schema reactiei de hidroliza
este prezentata in Figura 2.5.

H O el H O
Alcalase-CLEA, 40°C
ZHNJﬁ(N-QkO/é > ZHNJﬁ(N%OH

DMF, pH 7,0 5

O
\© - (CH;);COH \©

Z-Ala-Phe-OBu Z-Ala-Phe-OH

Figura 2.5. Schema reactiei de hidrolizd enzimaticd a dipeptidei Z-Ala-Phe-OBu’ catalizata de
alcalaza-CLEA

Deoarece solventii organici, folositi ca si cosolventi miscibili cu apa,
inactiveaza n general enzimele, o serie de experimente au fost realizate la diferite
concentratii de DMF (0-80%, vol). Solventii organici sunt necesari deoarece
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imbun&tatesc solubilitatea peptidelor protejate, insolubile in ap&. In acest context,
pentru a evita fenomenul de inactivare al enzimei, s-a propus sa se stabileasca
concentratia minima necesard solubilizarii substratului la care activitatea proteazei
sa fie maxima. S-a determinat astfel activitatea alcalazei-CLEA in diferite amestecuri
DMF-tampon pH 7,0.
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Figura 2.6. Influenta concentratiei de DMF asupra activitatii enzimatice a alcalazei-CLEA in
reactia de hidrolizd a Z-Ala-Phe-OBu*

In Figura 2.6 este reprezentatd influentei solventului organic asupra activitatii
hidrolitice a catalizatorului studiat, calculata in primele 30 de minute ale reactiei. Se
observa ca in absenta DMF, valoarea activitatii a fost relativ scazuta datorita
insolubilitatii substratului in mediul apos. Cresterea cantitatii de solvent organic a
determinat cresterea vitezei de reactie, valoarea optima obtindndu-se la 50% DMF
in mediul de reactie. La aceasta concentratie substratul a fost complet solubil. La un
continut mare de solvent organic (intre 60 si 80%, vol.), viteza reactiei a scazut
semnificativ datorita efectului inactivant al acestuia. Astfel, se poate concluziona ca
hidroliza peptidei este favorizata la concentratii mai mici de DMF.

2.2.2. Influenta mediului de reactie asupra scindarii regioselective a
peptidelor

Obiectivul cercetarilor prezentate in acest capitol a fost studiul influentei
compozitiei mediului de reactie (DMF, % vol) asupra eficientei catalitice si a
regioselectivitatii proteazei comerciale alcalaza-CLEA. Degradarea peptidelor mai
lungi poate sa apara datoritéd activitdtii endopeptidazice a proteazelor. In acest
context, compozitia mediului de reactie a fost optimizata pentru a spori activitatea
esterazica fata de cea endopeptidazica.

S-a studiat astfel influenta mediului de reactie asupra hidrolizei selective a
tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OBu®)-Trp-Phe-OBu! prin modificarea concentratiei de DMF
[169]. Pentru acest studiu s-a urmarit protocolul reactiei de hidroliza descris la
punctul 3.4, enzima folosita 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 si randamentul produsului secundar de hidroliza. Schema de reactie
este prezentata in Figura 2.7.

IndH (0]
BocHN N N)\[TN
H QpIndy O Alcalase-CLEA, 40°C <
BocHN J\ITN /é Boc-Ala-Asp(OBu')-Trp-Phe-OH
oc i H7,24h
0 \r/o O Scn P
S 6115 - (CH;3);COH-Boc-Ala +
7< Indg O
Boc-Ala-Asp(OBu’)-Trp-Phe-OBu' HZN\)\NJ\WN /é
YO “CeHs

O7<
H,N-Asp(OBu’)-Trp-Phe-OH

Figura 2.7. Schema reactiei de deprotectie regioselectivd a tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OBu’)-
Trp-Phe-OBU!

Tabelul 2.4. Hidroliza selectivd a Boc-Ala-Asp(OBu!)-Trp-Phe-OBu' catalizatd de
alcalaza-CLEA

Timp de Impuritate Produs de Substrat
reactie ODMF endopeptidazica hidroliza nereactionat
(ore) | (Yervol) (% arie) (% arie) (% arie)
2 0,2 2,2 97,6
4 0,5 4,8 94,8
6 20 1,1 8,0 90,9
8 2,0 11,6 86,4
24 11,7 27,9 60,4
2 0,07 2,7 97,2
4 0,1 6,4 93,5
6 50 0,12 10,2 89,7
8 0,15 15,1 84,8
24 0,5 40,8 58,7
2 0,05 1,6 98,3
4 0,06 3,0 96,9
6 60 0,06 4,8 95,2
8 0,07 6,1 93,8
24 0,09 14,5 85,4

Tabelul 2.4 prezinta comparativ rezultatele obtinute in urma reactiei de
hidrolizd a Boc-Ala-Asp(OBuf)-Trp-Phe-OBu’ la diferite concentratii de DMF (20, 50,
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60%, vol). Conversia maxima s-a obtinut la un continut de 50% DMF in mediul de
reactie, aceasta fiind de altfel si concentratia optima la care activitatea
endopeptidazica a proteazei a fost minima. Solventul organic, in cazul nostru DMF, a
fost adaugat in mediul de reactie pentru creste solubilitatea substratului si pentru a
reduce hidroliza produsului format. Pe baza datelor din Tabelul 2.4 s-a realizat
Figura 2.8 care prezinta randamentul in produs dupa 24 de ore de reactie.

45 @ impuritate endopeptidazica (%)
B produs de hidroliza (%)

40

35 1
30
25
20
15

Randament in produs (%)

10 A

20 50 60
DMF (%, vol)

Figura 2.8. Influenta concentratiei de DMF asupra hidrolizei enzimatice selective a Boc-Ala-
Asp(OtBu)-Trp-Phe-OBut dupd 24 de ore de reactie

Asa cum era de asteptat, cantitatea de produs secundar de hidroliza rezultat
prin scindarea intracatenara a peptidei, a crescut o datda cu scaderea concentratiei
de DMF in mediul de reactie. La un continut mai mare de 50%, activitatea enzimei a
scazut datorita inactivarii acesteia de catre solventul organic. Din Figura 2.8 se
observa ca excesul de apa nu determina cresterea activitatii, ci doar hidroliza
produsului format deoarece acesta actioneaza doar ca agent nucleofil in reactie. In
general, atunci cand concentratia apei din mediul de reactie depaseste valoarea
optima, flexibilitatea moleculelor de enzima creste, determinand o scadere a
activitatii catalitice datorita modificarilor conformationale [170].

2.2.3. Studiul cinetic al hidrolizei enzimatice a esterilor ter{-butilici
ai peptidelor

Complexitatea  structurii  biocatalizatorilor precum si complexitatea
mecanismului intim de reactie au facut ca studiul cineticii reactiilor enzimatice sa fie
mult mai dificil comparativ cu cinetica reactiilor chimice in general. Studiul cineticii
enzimatice, ca si in cinetica chimica, se bazeaza pe masurarea vitezei de reactie in
conditii standard (care se asigura in asa fel incat sa fie cat mai apropiate posibil de
conditiile existente in vivo) si in diferite conditii particulare create intr-un anumit
scop.

Deoarece natura aminoacidului rezidual, precum si lungimea catenei
polipeptidice determina modificarea mecanismul de legare al substratului in centrul
activ al enzimei, s-a studiat cinetica reactiei de hidrolizd enzimatica a diferitilor
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esteri tert-butilici ai peptidelor. Pentru acest studiu s-au folosit doua loturi de
enzima: alcalaza-CLEA 05789 (31 NPA U/g) si alcalaza-CLEA 08331. Protocolul
urmarit a fost cel al reactiei de hidroliza descris in capitolul 3.4. Studiul cinetic a fost
realizat pentru 14 substraturi diferite (di-, tri-, tetra- si hexapeptide) la 50% DMF
(% vol.) [171].

Deprotectia enzimatic selectivd a dipeptidei model Z-Val-AA-OBu‘ este
prezentata in Figura 2.9. Parametrii cinetici ai reactiei de hidroliza enzimatica au fost
calculati cu ajutorul programului Sigma Plot, iar substraturile studiate au fost
caracterizate prin compararea constantelor cinetice k. si Ky corespunzatoare
enzimei, calculate pe baza analizei de regresie a vitezelor initiale de reactie.
Rezultatele sunt prezentate in tabelele 2.5 si 2.6.

(0]
/é Alcalase-CLEA, 40°C H\)]\
(0] > ZHN Y OH

50% DMF, pH 7,0 £
- (CH3)3COH o R
(0]

Z-Val-AA-OBut Z-Val-AA-

ZHN

2T
Al
o

(@)
H

R = catena leterald a aminoacidului rezidual
AA = Ala, Asn, GIn, Leu, Lys(Boc), Met, Phe, Ser, Tyr

Figura 2.9. Hidroliza selectiva a dipeptidei model Z-Val-AA-OBuU!

S-a studiat influenta naturii aminoacidului rezidual din componenta
dipeptidelor, cu structura generald Z-Val-AA-OBUf, asupra activititii enzimatice a
preparatului comercial alcalaza-CLEA. Interactiunile dintre centrul activ al enzimei si
aminoacidul terminal din structura substratului au determinat variatii semnificative
in vitezele initiale de reactie pentru diferitele dipeptide. Se poate observa ca
prezenta aminoacizilor hidrofobi alifatici (de exemplu, Met, Leu si Ala) a determinat
cresterea eficientei catalitice a enzimei pentru substratul respectiv. Eficienta
cataliticd a unei reactii catalizate enzimatic este determinatd de raportul k../Ku.
Acesta defineste de asemenea specificitatea enzimei pentru un anumit substrat.
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Tabelul 2.5. Parametrii cinetici ai proteazei alcalaza-CLEA 05789 (5 mg/ml) in cazul

dipeptidelor model

KM kcat kcat/KM
Substrat (mM) | (pmoli-min"*-mg enzima™®) | (min"*-mM™)
Z-Ala-Phe-OBu® 7,2 0,06 3,2:1073
Z-Val-Met-OBu’ 4,6 0,08 6,3-1073
Z-Val-Leu-OBu® 13,8 0,2 4,8-1073
Z-Val-Asn-OBu® 15,8 0,1 2,3-1073
Z-Val-GIn-OBu! 42,6 0,4 3,7-10°
Z-Val-Ala-OBu® 31,6 0,3 3,1-1073
Z-Val-Lys(Boc)-OBu® | 11,5 0,04 1,6-1073
Z-Val-Ser-OBu® 62 0,4 2:107
Z-Val-Phe-OBu® 12,0 0,05 1,8-10°3
Z-Val-Tyr-OBu* 87,4 0,2 1-10°3

Valoarea minima a constantei Michaelis-Menten s-a obtinut in cazul aminoacidului
metionina (Ky = 4,6 mM), acesta fiind de altfel si substratul pentru care eficienta
catalitic a enzimei a fost maxim3d (key/Ky = 6,3 x 103 mM'min?). Prezenta
aminoacizilor cu grupari hidrofobe aromatice, cum ar fi Phe si Tyr, precum si
aminoacizii voluminosi (Lys (Boc)) a determinat scaderea eficientei catalitice a
proteazei (Figura 2.11). Curba de cinetica Michaelis-Menten pentru peptida Z-Val-
Met-OBu’ este reprezentatd in Figura 2.10. Nu se remarcd inhibitia de substrat a

enzimei, chiar si la o concentratie de 100 mM a acestuia.

0.08

Rate (umol/min/mg)

Michaelis-Menten

T
20

40 60 80 100
[Substrate] (mM)

Figura 2.10. Curba de cineticd Michaelis-Menten in cazul substratului Z-Val-Met-OBu*
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AA: Met Leu GIn Ala Asn Ser Phe Lys(Boc) Tyr

Figura 2.11. Influenta aminoacidului rezidual din structura dipeptidelor asupra eficientei
catalitice a proteazei alcalaza-CLEA

S-a demonstrat ca asa-numitul ,turnover number” (k.:), exprimand numarul
de reactii catalizate pe unitatea de timp de catre fiecare centru catalitic al enzimei,
depinde de structura aminoacidului terminal din structura peptidelor, scazand in
ordinea:

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

In cazul dipeptidelor mai lungi, eficienta catalitici a scdzut o datd cu cresterea
lungimii catenei polipeptidice si @ numarului de grupari protectoare din catenele
laterale ale resturilor de aminoacizi (Tabelul 2.6).

Tabelul 2.6. Parametrii cinetici ai proteazei alcalaza-CLEA 08331 in cazul unor
peptide mai lungi

Cantitatea K Kcat Keat/ K
Substrat de enzima M (umoli-min-mg s
(mg/ml) (mM) enzimi™) (min™-mM™)
Z-Ala-Phe-Ala-OBu¢ 5 16,1 0,08 2,3-10°3
- - ty_
BOCTQJ'?P’:ZE’(()%EE ) 10 2,4 7-10"* 0,2:10°3
Boc-Gly-Phe-Phe- 5 5,9 0,02 2,4-10°
Ef;_ﬁ:‘éﬁ:‘s_'g'gz} 10 12,1 0,004 0,3-107
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2.2.4. Hidroliza enzimatica a Z-Ala-Phe-OBu’ catalizatid de alcalaza
imobilizata prin metoda sol-gel. Influenta naturii silanilor precursori
asupra eficientei biocatalizatorilor

Aplicatiile industriale ale noilor tehnologii enzimatice de deprotejare a gruparii
esterice C-terminale a peptidelor necesita un catalizator eficient care sa fie stabil in
conditiile de proces. Majoritatea proteazelor prezinta eficienta ridicata in mediu
apos, insa insolubilitatea lor in solventii organici poate determina formarea unor
agregate si astfel scaderea activitatii catalitice. In acest context, s-a realizat
imoblizarea alcalazei prin entrapare in matrici de sol-gel (conform metodei descrise
la punctul 3.1.1), biocatalizatorii obtinuti fiind testati in reactia de hidroliza a Z-Ala-
Phe-OBut. Pentru imobilizare s-au folosit urmatorii silani precursori: tetrametoxisilan
(TMOS) si derivati trimetoxisilanici (PrTMOS, OcTMOS, PhTMOS, APTMOS, i-
BuTMOS, VTMOS) sau dimetoxisilanici (DMDMOS, PMDMOS) in raport molar de 1:1.
Raportul masic al continutului de proteine folosit la imobilizare a fost de 9,7 mg
proteind/mmoli silani. Preparatele obtinute, precum si enzima nativa au fost utilizate
ca biocatalizatori in reactia de hidroliz& a esterului peptidei Z-Ala-Phe-OBu' descris3
la punctul 3.4 (Figura 2.12).

0] H 0] o H 0]
O)J\NJﬁrN\E)J\O/é Alcalazé imobilizata, 40°C O)LNJﬁrN\;)]\OH
H 0 H 2
DMF, pH 7,0 0
\© - (CH3)3COH \©

Z-Ala-Phe-OBu! Z-Ala-Phe-OH

Figura 2.12. Schema de sintezd a Z-Ala-Phe-OH catalizata de alcalaza imobilizata prin tehnica
de sol-gel

Reactiile au fost realizate in 50% DMF, cantitatea de enzima fiind 2 mg/ml.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.7 [172].
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Tabelul 2.7. Hidroliza Z-Ala-Phe-OBu’ prin biocatalizd cu preparate obtinute prin
entraparea in sol-gel a alcalazei 2,4L FG

Silani Timp Randament ACt'v!t?t..e Activitate -
. specifica . oo Activitat
precursori de de (umol-h" hidrolitica e relativi
(1:1, raport reactie hidroliza "I-m (pmol-ht.g (%)"*
molar) (ore) (%) proteir?é'l) gel?)
2 49,7
- 4 58,1 27,4 1096" -

22 73,3
2 36,9

PrTMOS:TMOS 4 43,2 7,49 987 27,3
22 55,6
2 39,2

OcTMOS:TMOS 4 44,9 9,29 1133 33,9
22 62,1
2 38,3

PhTMOS:TMOS 4 44,7 9,56 1072 34,9
22 58,3
2 38,3

VIMOS:TMOS 4 44,2 9,91 1090 36,2
22 61,7
2 38,2

i-BUTMOS:TMOS 4 43,7 6,78 1098 24,7
22 59,9
2 9,8

APrTMOS:TMOS 4 18,8 3,49 287 12,7
22 54,6
2 39,2

MPDMOS:TMOS 4 45,1 8,53 1024 31,1
22 56,9
2 41,3

DMDMOS:TMOS 4 47,4 8,11 1147 29,6
22 56,8

“Activitatea hidrolitici a fost exprimatd ca umoli de produs format intr-o ord de
catre 1 ml de solutie enzimatica

“Activitatea relativd a preparatului enzimatic a fost calculatd ca raportul dintre
activitatea specifica a enzimei imobilizate si activitatea specifica a enzimei native

Natura silanilor precursori nu a avut o influentd semnificativa asupra activitatii
enzimatice si a randamentului de hidroliza, cu exceptia preparatului obtinut cu silanii
precursori APTMOS si TMOS, pentru care viteza initiald de reactie a fost scazuta.
Prin urmare, rezultatele obtinute cu APrTMOS si TMOS reflecta eficienta redusa a
alcalazei imobilizata in aceasta matrice si utilizatd in reactia de hidroliza a Z-Ala-
Phe-OBuf. Dintre precursorii silanici testati, viteza maximd de reactie (9,91
gmol/h/mg proteind) a fost inregistrata in cazul preparatului enzimatic obtinut cu
VTMOS si TMOS, dupd 2 ore de incubare la 40°C. Acest preparat a retinut 36,2%
din activitatea specifica enzimei native, dupa imobilizare. Desi activitatea alcalazei
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imobilizate s-a diminuat in urma imobilizarii, reutilizarea biocatalizatorului poate sa
compenseze aceast dejavantaj. Fenomenul de reducere a activitatii se datoreaza
probabil formarii unei retele mico- sau nanoporoase foarte compacte care
ingreuneaza mult accesul reactantilor la centrul activ al enzimei. Valorile activitatii
sunt aparente, determinate de o combinatie de factori, cum ar fi accesibilitatea
proteinei, fractiunea proteinei active, transferul masic al substratului in matricea sol-
gel, difuziunea substratului si produsului in matrice. Astfel, scaderea activitatii poate
fi explicata prin ingreunarea vitezei de difuziune a materialelor in interiorul, cat si
spre exteriorul retelei de silice, rezultand astfel diferente in valorile activitatii, care
nu reflectd in mod direct comportamentul proteinei.

90.0
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80.0 1 o4 ore
70.0 - A 22 ore
9
o 60.0
N "
° .
:§ 50.0 A -
K : .
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2 g N8 IR
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©
k-]
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®q/~ Q\ OCJ Q\\
c?}«z?
» Silan I:-TMOS

Figura 2.13. Influenta naturii silanului precursor asupra eficientei catalitice in reactia de
hidrolizad selectivd a Z-Ala-Phe-OBu*

Randamentul de hidroliza dupa 22 de ore de reactie a atins o valoare maxima
(aprox. 62%) pentru preparatele obtinute cu OcTMOS, respectiv VTMOS,
reprezentand 85% din valoarea randamentului corespunzator enzimei native. Prin
urmare, s-a presupus ca o concentratie mare de produs in apropierea centrului activ
al proteazei a determinat inhibitia enzimei, in cazul preparatului obtinut cu DMDMOS
si TMOS (raport molar, 1:1).

Desi viteza initiala de reactie a preparatului obtinut cu APrTMOS a fost
minima, randamentul de hidrolizd dupa 22 de ore de incubare la 40°C a atins o
valoare comparabild cu celelalte preparate enzimatice imobilizate (aprox. 55%)
(Figura 2.13). Acest lucru confirma fenomenul de difuziune ingreunata a reactantilor
in matricea de sol-gel.

BUPT



2.3 Studiul reactiei de amidare a esterilor C-terminali ai peptidelor 77

2.2.5. Concluzii partiale

Hidroliza enzimatica reprezinta o metoda selectivd de deprotectie a esterilor
tert-butilici C-terminali ai peptidelor in conditii blande de reactie. Utilizarea
preparatului comercial alcalaza-CLEA la hidroliza esterilor tert-butilici la carbonul C-
terminal al peptidelor s-a dovedit a fi o alternativa promitatoare datorita
selectivitatii ridicate a acestui biocatalizator.

Dupa cum era de asteptat, cresterea concentratiei de DMF (peste 50%) a avut
un efect negativ asupra eficientei catalitice determindnd o scadere a acesteia
datorita efectului inactivant al solventului organic.

Folosirea unei concentratii de 50% DMF in mediul de reactie a fost benefica
pentru deprotectia regioselectivd a peptidelor mai lungi. La aceastd concentratie,
activitatea esterazica a alcalazei-CLEA a fost maxima, iar cea endopeptidazica a fost
minima.

In cazul dipeptidelor cu formula generald Z-Val-AA-OBU!, prezenta
aminoacizilor cu grupari hidrofobe la pozitia C-terminala, de exemplu Phe si Tyr, a
determinat scdderea activitdtii catalitice a proteazei.

In cazul dipeptidelor mai lungi, eficienta catalitica a scazut o data cu cresterea
lungimii catenei polipeptidice si a numarului de grupari protectoare din catenele
laterale ale resturilor de aminoacizi.

Natura silanilor precursori folositi la imobilizarea alcalazei prin metoda sol-gel
nu a avut o influenta semnificativa asupra randamantului si activitatii de hidroliza a
Z-Ala-Phe-OBu!. Fenomenul de diminuare a activitdtii alcalazei dupd imobilizare se
poate explica prin limitarea difuziunii materialelor in interiorul, cat si spre exteriorul
retelei de silice.

2.3. Studiul reactiei de amidare a esterilor C-terminali ai
peptidelor catalizata de alcalaza nativa sau imobilizata prin
tehnica de sol-gel

In acest studiu s-a propus obtinerea de noi biocatalizatori prin imobilizarea
alcalazei in matrici de sol-gel care sa prezinte aplicabilitate in tehnologia de obtinere
a peptidelor cu activitate biologica. Majoritatea acestor peptide, precum si peste
jumatate din totalul hormonilor existenti, prezinta o grupare amidica la carbonul C-
terminal. Studiile anterioare au demonstrat ca alcalaza-CLEA este un catalizator
excelent in reactia de amidare a peptidelor [10]. Una din problemele care au fost
intalnite a fost variatia larga a eficientei catalitice a diferitelor loturi de alcalaza
imobilizata. In acest context, aplicatiile industriale ale noilor tehnologii enzimatice
de amidare a gruparii C-terminale a peptidelor necesita un catalizator eficient care
sa fie stabil in conditiile de proces si care sa demonstreze proprietati constante in
ceea ce priveste activitatea, stabilitatea de proces, precum si compatibilitatea cu
solventii hidrofili, indiferent de lotul din care provine.

S-a realizat astfel imobilizarea alcalazei, preparat enzimatic comercial avand
ca proteaza principalad subtilizina din Bacillus licheniformis, prin entrapare in sol-gel
si entrapare combinatd cu adsorbtie pe un suport solid. Preparatele enzimatice au
fost utilizate ca biocatalizatori in reactia 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 sinteza a Z-Ala-Phe-NH, catalizata de alcalaza imobilizata prin tehnica
de entrapare in sol-gel

2.3.1. Selectarea proteazelor

Obiectivul acestui studiu a fost selectarea celui mai eficient biocatalizator
pentru amidarea si/sau hidroliza gruparii C-terminale a esterilor peptidelor. Au fost
astfel testate doud tipuri de alcalaza in reactia de amidarea a Z-Ala-Phe-OMe in
mediu de Bu'OH /DMF la 30°C (capitolul 3.3 din partea experimentald). Pentru
comparatie, cele doua enzime au fost testate si in reactia de hidroliza a Z-Ala-Phe-
OBu' si Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-OBu’ in 50% DMF, pH 7,0 la 40°C [167]. Aceastd
reactie s-a realizat conform protocolului descris la punctul 3.5, cantitatea de enzima
utilizata fiind de 0,2 mg proteind/ml. Pe baza analizelor efectuate, s-a calculat
activitatea enzimatica in primele momente ale reactiei (20 de minute), rezultatele
obtinute fiind prezentate in Tabelul 2.8.

Tabelul 2.8. Activitatea specifica a celor doua tipuri de alcalaza in reactia de
hidroliza si amidare a esterilor peptidelor

Activitate specifica
Substrat Reactie Enzima (pmoli/min-mg
proteind)
aIcaIan(zsa 2,4L 5,1
Z-AlaPhe-OBu® hidroliz&
alcalaza 2,5L 50
DX !
alcalaza 2,4L 12
Boc-GlyPhePheleu- hidroliz3 FG !
OBu* alcalaza 2,5L 12
DX !
aIcaIan(zsa 2,4L 13,0
Z-Ala-Phe-OMe amidare
alcalaza 2,5L
DX 11,1
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Alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi cea mai eficientd in reactia de amidare a
substratului Z-Ala-Phe-OMe (activitatea specificd: 13 pmoli min™ mg proteind™).

Specificitatea de substrat a enzimelor a fost studiatd in reactia de hidroliza a
goué substraturi de lungimi diferite (Z-Ala-Phe-OBut si Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-OBu?).
In Figura 2.15 se observa ca activitatea enzimatica a celor doud proteaze a fost mai
mica decat in cazul amidarii.
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Figura 2.15. Dependenta activitatii specifice de natura catalizatorului si de substratul utilizat in
reactiile de hidrolizd si amidare studiate

Deoarece alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi mai eficienta in cazul amidarii
peptidelor, comparativ cu alcalaza 2.5L DX, s-a optat pentru utilizarea acestei
proteaze in studiile ulterioare.

2.3.2. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalaza

Deoarece calitatea enzimelor provenite din loturi diferite poate sa varieze,
fiecare lot nou trebuie sa fie supus analizei inainte de utilizarea obisnuitd. In acest
subcapitol s-a studiat variatia in compozitie si proprietati a doua loturi de alcalaza
2,4L FG, precum si reproductibilitatea metodei de imobilizare in sol-gel a acestora.

Reproductibilitatea proprietatilor catalitice a proteazelor a fost studiata in
reactia de amidare a substratului model, Z-Ala-Phe-OMe [167]. Continutul total de
proteine din compozitia enzimelor a fost determinat prin metoda Bradford descrisa
in partea experimentald a lucrarii. Se observa o usoara variatie in compozitia
proteinelor avand o deviatie standard de 6,93% (Tabelul 2.9). Activitatea
biocatalitica, calculata in primele minute ale reactiei, a prezentat o deviatie standard
de 2,65%.
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Tabelul 2.9. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalaza

Lot Con_centratie de Activi_tate specifif:év
alcalazs proteine (mg/ml) %+ (pmol/min-mg proteina) +
SD% SD%
“PLN0O5354
® PLN05354 50 £ 6,93 14,8 £ 2,65
PLNO5361

3 b | oturi identice provenite din experimente diferite
SD - deviatia standard

Loturile de alcalaza au fost imobilizate in duplicat si apoi testate in reactia de
amidare n vederea determinarii reproductibilitatii dupa imobilizare. S-a realizat
astfel entraparea enzimelor in retele polimerice de sol-gel, folosind ca precursori
silanici dimetildimetoxisilan (DMDMOS) si tetrametoxisilan (TMOS) in raport molar
de 1:1, conform metodei 3.1.1 Pentru imobilizare s-au folosit 45 mg proteina (780
ul solutie alcalaza). Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.10.

Tabelul 2.10. Reproductibilitatea diferitelor loturi de alcalaza imobilizata in matrici
de sol-gel

Conversie dupa 24 de ore
Lot 3 Randament DP-NH, | DP-OH | DP-OMe Actlwtavtea
alcalaza |  de + SD% | + SD% | + SD% totala
imobilizare (pmol/h-mg
+ SD % gel)
2 PLNO5354
"pLN05354 | 71,7 1,53 | ot | 40T | %05 | 381015
PLNO5361 ! ! !

a b Aceleasi loturi provenite din experimente diferite
SD - deviatia standard

Preparatele enzimatice prezinta reproductibilitate excelenta dupa imobilizare
in ceea ce priveste activitatea initiala, cat si randamentul in produs dupa 24 de ore
de incubare la 30°C (Tabelul 2.10). Valorile randamentului de imobilizare au fost
cuprinse intre 70 si 73% cu o deviatie standard de 1,53%. Folosind acesti
catalizatori in reactia de amidare, s-a obtinut conversia totala a substratului dupa 24
de ore, amestecul de reactie continand 95% produs de amidare. Reproductibilitatea,
in ceea ce priveste randamentul in produs final, cat si activitatea calculata in primele
momente ale reactiei, a fost excelenta prezentand o deviatie standard de 0,11%,
respectiv 0,15%.

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

In acest studiu s-a urmérit influenta gruparii metoxi- sau etoxi- din structura
silanului precursor (tetraalcoxisilan) asupra eficientei 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 in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

folosind carbamatul de amoniu ca agent nucleofil. Rezultatele studiului sunt
prezentate in tabelele 2.11 si 2.12.

Tabelul 2.11. Influenta silanului precursor asupra randamentului de imobilizare
Silan Randament de Capacitate de Cantitate
precursor | imobilizare (%) entrapare (%) preparat (mg)

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

Tabel 2.12. Reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizatd de alcalaza imobilizata

prin entrapare in matrici derivate de TMOS si TEOS

silan ";::;2;‘:: DP-NH, | DP-OH | DP-OMe (p‘r:f;:;f';it_;g
o, i o, i o, i
precursor (ore) (% arie) | (% arie) | (% arie) gel'!)
0,5 9,2 1,84 89,0
TMOS 2 8,3 0,75 91,0 0,72
24 36,8 7,69 55,6
0,5 3,7 0,62 95,7
TEOS 2 51 0,73 94,2 0,33
24 32,8 12,31 54,9
Dificultatea formarii gelului Tn cazul precursorului tetraetoxisilanic a

determinat obtinerea unui randament de imobilizare de 66%. Viteza de reactie a
fost de 2,2 ori mai mare in cazul precursorului TMOS comparativ cu TEOS. Conversia
substratului dupa 24 de ore de incubare a fost de aproximativ 55% in cazul ambelor
preparate enzimatice, cu deosebirea cd, in cazul TEOS cantitatea de produs

secundar de hidroliza a fost mult mai mare (Figura 2.17).
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Figura 2.17. Influenta naturii tetraalcoxisilanului asupra eficientei catalitice a alcalazei
imobilizate prin entrapare in sol-gel
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2.3.4. Influenta naturii silanilor precursori asupra eficientei
biocatalizatorilor in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

Natura gruparii nehidrolizabile a silanului precursor a avut o influenta
considerabila asupra eficientei biocatalizatorilor obtinuti cu diferiti monomeri silanici
(metoxisilani) in raport molar de 1:1. Pentru acest studiu s-au folosit opt preparate
enzimatice obtinute prin imobilizarea alcalazei 2,4L FG prin entrapare in sol-gel
conform metodei descrise la punctul 3.1.1, utilizdnd ca precursori metoxisilanici:
tetrametoxisilan (TMOS) si derivati trimetoxisilanici (PrTMOS, OcTMQOS, PhTMOS,
APTMOS, i-BuTMOS, VTMOS) sau dimetoxisilanici (DMDMOQS, PMDMOS) in raport
molar de 1:1. Raportul masic al continutului de proteine folosit la imobilizare a fost
de 9,7 mg proteind/mmoli silani (1000 pl solutie alcalazad). Preparatele obtinute,
precum si enzima nativa au fost utilizate ca biocatalizatori in reactia de amidare a
esterului dipeptidei model Z-Ala-Phe-OMe [172]. Rezultatele sunt prezentate in
tabelele 2.13 si 2.14.

1.2 4
Z-Ala-Phe-NH, —— Reactie control fara enzima
14 \ —— Reactie cu enzima 21h
S 08
E 0.8
S
E Z-Ala-Phe-OH
2 06 A
o
g
€ 041 Z-Ala-Phe-OMe
g 0.
n
0.2 4
0 : ; : : ; ; ; )
4 6 8 10 12 14 16 18 20

Timp de retentie (min)

Figura 2.18. Cromatogramele obtinute in urma analizei pe coloana Atlantis T3 a amestecului de
reactie rezultat la amidarea Z-Ala-Phe-OMe prin biocatalizd cu alcalaza imobilizata
(DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1) dupa 21 de ore reactie (rosu); controlul reactiei fara
enzima (negru)
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Tabelul 2.13. Reactia de amidare a esterului metilic Z-Ala-Phe-OMe prin biocataliza
cu preparate obtinute prin entraparea in sol-gel a proteazei alcalaza 2,4L FG

Silan I:TMOS | Timp de | ;_, . phe-NH, | Z-Ala-Phe-OH | Z-Ala-Phe-OMe
(raport | reactie | ™ (o, arie) (% arie) (% arie)
molar, 1:1) (ore)

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

2 3,5 0,00 96,5

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

2 17,3 0,00 82,7

PFTMOS 4 35,7 2,42 61,9
21 85,1 9,6 5,3

2 5,6 0,00 94,4

0cTMOS 4 15,2 1,15 83,7
21 58,1 7,5 34,4

2 12,9 1,04 86,0

PhTMOS 4 26,7 1,91 71,4
21 75,4 9,4 15,2

2 24,9 2,65 72,4

VTMOS 4 40,6 2,92 56,5
21 81,2 9,3 9,5

2 27,0 2,52 70,5

i-BUTMOS 4 45,4 3,05 51,5
21 83,2 9,0 7,8

2 0,0 0,73 99,3

APTMOS 4 0,0 0,00 100,0
21 3,3 0,0 96,7

2 40,2 2,96 56,8

MPDMOS 4 57,3 4,34 38,4
21 88,4 8,2 3,4

2 45,5 2,96 51,6

DMDMOS 4 68,1 4,7 27,2
21 93,1 6,9 0,0
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Tabelul 2.14. Influenta naturii silanului precursor asupra randamentului de
imobilizare si activitatii catalitice a alcalazei entrapate in sol-gel

(f:a:ri:;rg?:_ Activitate totala Randament de incdrcare cu
P 1:1) " | (umoli/h-mg gel) | imobilizare (%) | proteina (%)
MeTMOS 0,2 81 13
PrTMOS 0,59 83 13
i-BUuTMOS 0,95 82 16
OcTMOS 0,23 68 12
PhTMOS 0,45 80 11
VTMOS 0,99 o1 10
APrTMOS 0 98 83
MPDMOS 1,57 71 13
DMDMOS 1,76 77 14

@ Randament de imobilizare

@ Activitate totald

+25

[ o)
o o

Randamnt de imobilizare (%)
B
o

o
Activitate totald (umoli/h/mg gel)

20 los

04
Silan I: MeTMOS PrTMOS i-BuTMOS OcTMOS PhTMOS VTMOS APrTMOS MPDMOS DMDMOS

Figura 2.19. Efectul gruparii nehidrolizabile din structura silanului precursor asupra activitatii
catalitice a alcalazei entrapate in sol-gel la raport molar SilanI: TMOS de 1:1

in general, in timpul procesului de imobilizare are loc o inactivare partiala a
enzimei. In cazul imobilizarii prin entrapare in sol-gel, metanolul rezultat in urma
procesului de policondensare, poate avea efect inhibitor.

In Figura 2.19 este prezentata o comparatie a activitatilor initiale de amidare
ale alcalazei imobilizate in diferite matrici de precursori silanici la raport molar
SilanI: TMOS de 1:1. Randamentul maxim de imobilizare s-a obtinut in cazul utilizarii
APrTMOS ca silan precursor, insa acest preparat enzimatic nu a prezentat activitate
in reactia studiata. Aceasta se poate explica printr-o structura compacta, stréansa a
matricei de silice, care nu a permis accesul substratului la centrul activ al enzimei.
Cresterea lungimii lantului alchil din molecula silanului (metil<propil<i-butil<octil) a
determinat o crestere a activitatii, valoarea maxima obtinandu-se in cazul utilizarii i-
BuTMOS. S-a demonstrat ca gruparile alchilice, propil sau butil, realizeaza cele mai
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favorabile interactiuni cu centrul catalitic al lipazelor si proteazelor in solventi
organici [173]. Folosirea precursorilor cu lanturi alchil mai lungi (OcTMOS) poate fi
in detrimentul procesului de imobilizare, deoarece enzima poate fi eliberata usor din
matricea de sol-gel, rezultdnd scaderea randamentelor de imobilizare. Cresterea
numarului de grupari metil in structura silanului a avut un efect favorabil asupra
activitatii, asa cum se poate observa in cazul preparatului cu dimetildimetoxisilan
(DMDMOS), pentru care activitatea a fost maxima (1,76 pmoli/h/mg gel). S-a
presupus ca interactiunea dintre reteaua hidrofoba de sol-gel si resturile hidrofobe
ale aminoacizilor din vecinatatea centrului activ poate determina o perturbatie a
acestuia si iIn consecinta, are loc activarea enzimei. Dupd 21 de ore de reactie,
conversia substratului a fost maxima, amestecul de reactie continand 93,1% produs
de amidare si doar 6,9% produs secundar de hidroliza.

Asa cum se observa din Tabelul 2.15, activitatea specifica a celui mai
performant biocatalizator (DMDMOS:TMOS) a fost de 10,2 pmoli/h/mg proteina,
reprezentand 30,2% din activitatea enzimei native. Aceastd scadere a activitatii
poate fi determinata de limitarea transferului de masa a substratului si/sau
produsului in matricea de sol-gel.

Tabelul 2.15. Activitatea specificd a alcalazei native si imobilizate (DMDMOS:TMOS,
raport molar 1:1) dupa 2 ore de incubare la 30°C

. Activitate specifica Z-Ala-Phe-NH, RandaTe:ntuI
Enzima (umoli/h-mg protein) (%) de regasire a
H activitatii (%)
Alcalaza 33,8 80,9 -
nativa
_Alcalaza 10,2 19,8 30,2
imobilizata

Controlul apei in mediul de reactie s-a realizat prin titrare Karl-Fischer.
Concentratia de apa determinata in substratul Z-Ala-Phe-OMe, a fost de aproximativ
2%, in timp ce in carbamatul de amoniu a fost de 14% (Tabelul 2.16). Continutul
ridicat, in cazul carbamatului de amoniu, s-a dovedit benefic pentru activitatea
preparatelor obtinute prin imobilizare in sol-gel. Continutul de apa prezent in
preparatele enzimatice a avut o valoare cuprinsa intre 2 si 6,9%.

Tabelul 2.16. Continutul de apa determinat prin titrare Karl-Fischer al solventilor si
reactantilor folositi in reactia de amidare

" Continut de
Proba aps (%)
NH,COONH4 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 electroforeza a apelor de spalare rezultate la imobilizarea
alcalazei in matrici de sol-gel. Linia 1, martor continand proteinele standard; linia 2, alcalaza
2,5L DX; linia 3, alcalaza 2,4L FG (lot nr. PLN0O5354); linia 4, PrTMOS:TMOS; linia 5,
OcTMOS:TMOS; linia 6, PATMOS:TMOS; linia 7, VTMOS:TMQOS; linia 8, i-BUuTMOS:TMOS; linia
9, APrTMOS:TMOS; linia 10, MPDMOS:TMOS; linia 11, DMDMOS:TMOS

Determinarea calitativda a proteinelor entrapate in matricea de sol-gel s-a
realizat prin electroforeza pe gel de poliacrilamida a apelor de spdlare rezultate dupa
imobilizare. In Figura 2.20 se observa ca subtilizina, componenta principala a
preparatului enzimatic alcalaza, precum si proteinele mici, nu au fost imobilizate in
totalitate, fiind preferate cele cu masa molecularda mai mare de 29 kDa. Acesta
explica de altfel si scaderea activitatii dupa imobilizare. Fenomenul poate fi
consecinta cantitdtii ridicate de proteina supusa imobilizarii sau diametrului porilor
care poate duce la pierderea proteinelor mai mici din matricea de sol-gel. In
continuare, se va avea in vedere optimizarea metodei de imobilizare pentru
fmbunatatirea randamentului de imobilizare al proteinei active (subtilizina).

2.3.5. Studiul reproductibilitatii metodei de imobilizare in sol-gel

In studiul anterior s-a demonstrat ca DMDMOS, PMDMOS, VTMOS si PrTMOS
au eficienta cataliticd, precum si randamente de imobilizare superioare celorlalti
silani In reactia de amidare a substratului model Z-Ala-Phe-OMe. In consecinta,
acestia au fost selectati in studiile de reproductibilitate ulterioare. Experimentele de
imobilizare au fost repetate de 5 ori in aceleasi conditii si testate in reactia de
amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in tabelul 2.17
[172].

Experimentele realizate au demonstrat o reproductibilitate ridicatd a metodei
de imobilizare prin metoda sol-gel. Continutul de proteind din preparatul comercial
(alcalaza 2,4L FG), precum si din apele de spalare rezultate dupa imobilizare a fost
determinat prin metoda Bradford, folosind albumina sericd bovina (BSA) ca
standard. Cantitatea de proteina imobilizata a fost calculata indirect prin diferenta
dintre cantitatea de proteind initiala supusa imobilizarii si cea regasita in solutia
rezultatd dupa spalarea preparatelor.
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Tabelul 2.17. Influenta naturii silanului precursor asupra reproductibilitatii eficientei
catalitice n reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

Randament Activitatee Compoz:il:ca;in;hestec de
SilanI/ de specifica £ SD - _ -
TMOS | imobilizare + | (pmol/h/mg | PP-NH: | DP-OH | DP-OMe

SD (%) proteina)?® * sD =50 oy

(%) (%) (%)
21,4 6,7 £ 71,9 £

VTMOS 84 + 1,9 2,5+1,2 12,4 1,12 13,4
885+ | 8,6 29+

MPDMOS 75 + 3,9 13,7+ 8,9 3,2 0,98 2,7
91,5+ | 85+ 0,0 +

DMDMOS 80 £ 2,7 10,5+ 1,7 0,38 0,38 0,0
90,6 % 9,0 £ 0,36 =

PrTMOS 74 £ 2,0 4,8+ 1,3 0,75 0,75 0,45

@ Activitatea specifica a fost calculata dupa 30 de minute de reactie
b Compozitia amestecului de reactie a fost determinatd dupd 21 de ore de reactie
SD - deviatia standard a valorilor

120

N
o
o

Compozitia amestecului de reactie (%)

| m % DP-NH2

80

60

40

20

@ % DP-OH
® % DP-OMe

PrTMOS

VTMOS
Silan :-TMOS

MPTMOS

DMDMOS

Figura 2.21. Influenta silanului precursor asupra reproductibilitatii metodei de imobilizare prin
determinarea compozitiei amestecului de reactie dupa 21 de ore de incubare

Eficienta catalitica a fost maxima in
entraparea alcalazei in matrici derivate din DMDMOS si TMOS (raport molar de 1:1).
Folosind aceste preparate enzimatice, s-a obtinut o conversie totald a substratului
dupa 21 de ore de reactie, amestecul de reactie fiind format din 91,5% produs
principal de reactie (Z-Ala-Phe-OMe) si doar 8,5% produs secundar (Z-Ala-Phe-OH)
rezultat in urma hidrolizei substratului. In ceea ce priveste randamentul in produs
format (amida), precum si activitatea specifica calculatd in primele momente ale

cazul

preparatelor obtinute prin

BUPT



88 Contributii originale - 2

reactiei, preparatele enzimatice au demonstrat o excelenta reproductibilitate,
deviatia standard calculatd pentru cele cinci valori fiind 0,38%, respectiv 1,7%.
Randamentul de imobilizare a fost de 84% in cazul preparatului derivat din VTMOS
si TMOS, insa acest biocatalizator nu a fost reproductibil in reactia studiata. O
posibila explicatie ar fi legaturile covalente suplimentare formate intre enzima si
matricea de sol-gel.

Pe baza datelor din Tabelul 2.17 s-a realizat Figura 2.21 care prezinta
randamentele in produs ale celor 20 de preparate enzimatice dupa 21 de ore de
reactie.

2.3.6. Influenta concentratiei de enzima asupra eficientei catalitice
a alcalazei imobilizate prin metoda sol-gel

In cazul preparatelor enzimatice obtinute prin imobilizarea alcalazei prin
entrapare in sol-gel folosind ca silani precursori DMDMOS si TMOS in raport molar
de 1:1, s-au obtinut valorile cele mai ridicate ale activitatii de amidare si
randamentului in produs. Aceste valori au fost corelate cu un randament de
imobilizare de 80%. Deoarece in timpul procesului de imobilizare, o parte din
proteina activa (subtilizina) nu a fost entrapata in totalitate, s-a studiat efectul
cantitatii initiale de proteina folositd la imobilizare asupra eficientei catalitice a
biocatalizatorului. S-a studiat astfel eficienta de imobilizare pentru un domeniu de
patru concentratii de proteind. Experimentele au fost realizate pentru a stabili
concentratia optima de enzima folosita pentru imobilizare, astfel incat performantele
biocatalizatorilor sa fie imbunatatite. S-a folosit un raport de mase cuprins intre 2,8
si 9,7 mg proteind/mmoli silani. Aceste valori au fost corelate cu diferite cantitdti de
proteina (17, 29, 45 si 58 mg proteina, respectiv 300, 500, 780 si 1000 ul solutie
enzimaticd). S-a urmarit astfel protocolul reactiei de amidare descris la punctul 3.3,
insd cu modificarea cantitatii de biocatalizator.

In acest studiu s-au folosit patru preparate enzimatice obtinute prin
imobilizarea alcalazei in sol-gel, cantitatea de enzima utilizata in reactie fiind de 3
mg/ml. Prin determinarea cantitatii de proteina continute in apele de spalare
rezultate dupa imobilizare, s-a calculat randamentul de imobilizare (cuprins intre
82% si 92%) [172].

In Tabelul 2.18 se poate observa cd randamentul de entrapare este practic
independent de concentratia de enzima folosita la imobilizare.

Tabelul 2.18. Imobilizarea alcalazei in matrici siliconice de sol-gel (DMDMOS:TOMS,
raport molar 1:1) folosind diferite cantitati de enzima

Proteina Raport masic | Randament . Activitate
" Capacitate de I
supusa (mg de entrapare specifica
imobilizarii proteina/ imobilizare (o/‘:’) (pmoli/h/mg

(mg) mmoli silani) (%) proteind)

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 in matricea de sol-gel a fost calculatd pe baza cantitatii

totale de proteina entrapata si cantitatea de preparat uscat obtinuta.
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Pe baza datelor din Tabelul 2.18 s-a realizat Figura 2.22 care reprezinta
efectul capacitatii de entrapare asupra activitatii catalitice a biocatalizatorilor n

reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe.

Tabelul 2.19. Influenta capacitatii de entrapare asupra eficientei catalitice a

preparatelor enzimatice in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

Capacitate | Timp de | ;_ 5, ppe-NH, | Z-Ala-Phe-OH | Z-Ala-Phe-OMe
de entrapare | reactie | = "o/ arie) (% arie) (% arie)

(%) (ore)

0,5 9,7 0,0 90,3

2 32,6 0,7 66,7

16,5 4 51,1 1,1 47,9

21 90,9 3,1 6,0

0,5 20,7 0,6 78,8

2 47,8 1,1 51,1

11, 4 65,4 1,9 32,8

21 94,0 3,1 3,0

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

0,5 2,1 0,1 97,8

55 2 7,4 0,4 92,1

' 4 12,2 0,6 87,2

21 38,7 2,9 58,4

Se observa ca 11,5% a fost valoarea optima a capacitatii matricei de
imobilizare pentru care activitatea biocatalizatorului a fost maxima. Conversia
substratului a fost de 97% dupa 24 de ore de incubare la 30°C, amestecul de
reactie fiind format din 94% produs de amidare si doar 3% peptida libera rezultata
in urma hidrolizei esterului metilic (Tabelul 2.19). Supraincarcarea cu proteind a
matricei de sol-gel a determinat scaderea activitatii catalitice. In studiile ulterioare

s-a folosit aceasta valoare optima a capacitatii de imobilizare.
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Figura 2.22. Efectul capacitatii de imobilizare a matricei de sol-gel asupra activitdtii specifice in
reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

2.3.7. Studiul influentei raportului molar al silanilor precursori
asupra eficientei biocatalizatorilor

Pentru a obtine biocatalizatori cu performante ridicate, a fost important sa se
determine raportul molar optim al silanilor precursori. Pentru acest studiu s-au
folosit cinci preparate enzimatice obtinute prin imobilizarea proteazei alcalaza 2,4L
FG prin entrapare in sol-gel conform metodei de la punctul 3.1.1, utilizadnd ca
precursori dimetildimetoxisilan (DMDMOS) si tetrametoxisilan (TMOS) in diferite
rapoarte molare. Raportul molar relativ al precursorului silanic DMDMOS a fost
variat intre 0,5 si 8 (Tabelul 2.20). Biocatalizatorii obtinuti au fost testati in reactia
de amidare a esterului Z-Ala-Phe-OMe conform protocolului descris la punctul 3.3,
rezultatele obtinute fiind prezentate in Tabelul 2.21 [172].

Tabelul 2.20. Imobilizarea alcalazei in matrici siliconice de sol-gel la diferite rapoarte
molare ale silanilor precursori

] Timp de | Randament | Cantitate de | Capacitate
Izllngl\ongn;zl;lOr)S gelifiere | de entrapare preparat de entrapare
P (min) (%) (mg) (%)
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

Cresterea concentratiei gruparilor dimetil in amestecul de silani precursori a fost
benefica pana la un raport molar DMDMOS:TMOS de 1:1. Depdsirea acestei valori a
dus la dificultati in formarea gelului si activitati mai mici ale preparatelor enzimatice
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obtinute. De asemenea, cresterea raportului de DMDMOS a determinat scaderea
randamentului de imobilizare, precum si a cantitatii de preparat imobilizat. Aceasta
tendintd se poate explica prin dificultatea reactiei de hidroliza si condensare a
silanilor precursori la un continut ridicat de grupari hidrofobe. Textura gelului de
silice este influentata de viteza relativa a reactiilor de hidroliza si condensare [153].
Valoarea activitatii specifice a fost maxima (11,5 pmoli/h/mg proteind) in cazul
preparatului obtinut la un raport molar de al silanilor precursori de 1:1, aceastd
valoare fiind folosita pentru studiile ulterioare. In Figura 2.23 este reprezentata
influenta raportului molar al silanilor precursori asupra activitatii enzimatice si a
capacitatii de entrapare.

Tabelul 2.21. Reactia de amidare a esterului metilic Z-Ala-Phe-OMe prin biocataliza
cu preparate obtinute prin imobilizarea in sol-gel a alcalazei 2,4L FG la diferite
rapoarte molare ale silanilor precursori

Dn:anggs: Timpde | z-Ala- | z-Ala- | 2z-Ala- ’;c':‘é::z:t:
(raport reactie Phe-NH, | Phe-OH | Phe-OMe (pmpoli/h/mg
[+) i 0, i [+) i
molar) (ore) (% arie) | (% arie) | (% arie) proteini)
0,5 3,7 1,1 95,2
. 2 14,3 0,9 84,8
0,5:1 4 26,1 1,19 72,7 2,58
21 71,7 4,58 23,7
0,5 15,6 0,9 83,5
) 2 39,0 1,2 59,8
11 4 57,7 1,55 40,8 11,5
21 92,7 3,66 3,6
0,5 10,5 0,98 88,5
) 2 16,2 0,9 82,9
2:1 4 29,9 1,24 68,9 >,07
21 72,7 3,99 23,3
0,5 6,3 0,95 92,8
) 2 15,1 0,9 84,0
41 4 25,3 1,22 73,5 1,64
21 65,4 4,08 30,5
0,5 5,2 0,93 93,8
: 2 19,0 0,9 80,1
8:1 4 33,5 1,28 65,3 0,94
21 77,5 4,83 17,7
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Figura 2.23. Influenta raportului molar al silanilor precursori asupra activitatii enzimatice si
capacitatii de entrapare

2.3.8. Cinetica reactiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizata de
alcalaza nativa si imobilizata

Pentru acest studiu s-a folosit preparatul enzimatic obtinut prin optimizarea
metodei de imobilizare utilizdnd un raport masic de 7,5 mg proteind/mmoli silani si
DMDMOS:TMOS la un raport molar de 1:1. Pentru compararea corectda a eficientei
biocatalizatorilor, In reactia de amidare s-au folosit aceleasi unitati de activitate
pentru cele doud enzime (2,6 U/mg proteind in cazul enzimei libere si 2,6 U/mg
preparat in cazul enzimei imobilizate).

Rezultatele obtinute prin urmarirea reactiei in timp sunt prezentate in Tabelul
2.22 si Figura 2.24. Viteza initiala de reactie a fost putin mai mica in cazul
preparatului imobilizat comparativ cu enzima nativa, insa la un timp mai indelungat
de incubare s-a observat o crestere a eficientei catalitice a preparatului imobilizat
fatd de enzima nativa. Aceasta se poate explica prin imbunatatirea stabilitatii
operationale a enzimei in urma imobilizarii. Valoarea scazuta a vitezei initiale dupa
imobilizate se poate explica prin aparitia problemelor de difuziune ale substratului
sau produsului de reactie in matricea de sol-gel.
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Tabelul 2.22.
si imobilizata

Reactia de amidare a substratului model catalizata de alcalaza nativa

—a— % DP-NH2 (sol-gel)
—o— % DP-OH (nativa)
—e— % DP-OH (sol-gel)

Produs de reactie (%)
o
S

Enzims 1;22;?: Z-Ala-Phe-NH, | Z-Ala-Phe-OH | Z-Ala-Phe-OMe
(min) (% arie) (% arie) (% arie)
10 4,6 1,01 94,3
Alcalazs 30 6,6 1,11 92,3
oy 120 16,6 2,22 81,1
240 21,8 2,70 75,5
1260 44,2 12,71 43,1
10 3,6 0,53 95,8
Alcalazs 30 10,3 0,62 89,1
ol ot 120 34,6 1,08 64,3
240 51,6 1,95 46,5
1260 86,5 8,62 4,9
100
00 | |—o—% DP-NH2 (nativa)

200 400 600

800 1000 1200

Timp de reactie (min)

1400

Figura 2.24. Evolutia in timp a reactiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe utilizand aceleasi unitati

de activitate pentru enzima nativa si imobilizata

Parametrii cinetici ai enzimei native si imobilizate in reactia de amidare a Z-
Ala-Phe-OMe au fost determinati pentru concentratiile de substrat aflate in domeniul
5 si 350 mM [172]. Entraparea proteazei in matrici de silice a determinat o crestere
a constantei Michaelis-Menten (Ky) de la 55 la 117 mM (Tabelul 2.23), aceasta
tendinta fiind corelatéd cu o afinitate mai scazutd a enzimei pentru substratul
respectiv. Aceasta se poate explica prin ingreunarea transferului de masa a

substratului in reteaua de silice. In acelasi timp, viteza maxima (Vu) a crescut de

4,4 ori dupa imobilizare. Eficienta catalitica totala a reactiei catalizata enzimatic,
exprimata prin raportul k./Ky, a fost de doud ori mai mare in cazul alcalazei
imobilizate, indicand astfel eficacitatea procesului de imobilizare. Cele doua curbe

cinetice, realizate cu ajutorul programului Sigma Plot 7.0 sunt prezentate in figurile

2.25 si 2.26.
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Figura 2.25. Curba Michaelis-Menten in cazul alcalazei native
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Figura 2.26. Curba Michaelis-Menten in cazul alcalazei imobilizate
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Tabelul 2.23. Cinetica reactiei de amidare catalizata de alcalaza nativa si imobilizata

Parametri cinetici
Enzima Ky ® Voo b Keat/Kn ©
(mM) (pmol/min) (mM/min)
Alcalaza nativ3 55 0,28 2,0 x 1073
Alcalaza 117 1,24 4,1 x 1073
imobilizata

@ Ky : constanta Michaelis-Menten
b V,.ax : Viteza maxima a reactiei enzimatice
¢ keat/Ky 1 eficienta catalitica a biocatalizatorului

2.3.9. Influenta raportului molar al silanilor precursori asupra
eficientei catalitice a alcalazei imobilizate in sisteme tertiare de
MeTMOS, DMDMOS si TMOS

Proprietdtile enzimelor imobilizate prin tehnica de sol-gel pot fi influentate
semnificativ de natura substituentului R in sistemele binare de trialcoxi- si
tetraalcoxisilani (R-Si(OR)3 si Si(OR)4).

Deoarece sistemele binare de DMDMOS si TMOS s-au dovedit a fi cele mai
eficiente pentru imobilizarea alcalazei, in acest capitol s-au urmadrit proprietatile
alcalazei imobilizate in sisteme ternare de silani precursori. In studiile anterioare, s-
a demonstrat ca preparatele obtinute cu MeTMOS manifesta o activitate scazuta,
datorita structurii compacte a retelei de silice. De aceea, pentru a Tmbunatati
randamentul de imobilizare al enzimei active (subtilizina) din compozitia
preparatului comercial alcalaza, acest silan a fost folosit in combinatie cu DMDMOS
si TMOS. Astfel, raportul molar al MeTMOS:DMDMOS a fost variat intre 0 si 1, iar cel
al (MeTMOS:DMDMOS):TMOS a fost mentinut constant la 1:1. Proprietatile
preparatelor enzimatice ternare rezultate au fost caracterizate prin testarea
eficientei catalitice in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe folosind carbamatul de
amoniu ca agent nucleofil. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in tabelele
2.24 si 2.25.

Tabelul 2.24. Influenta raportului molar al silanilor precursori asupra randamentului
de imobilizare al alcalazei

MeTMOS:DMDMOS:TMOs | Randament Capacitate | Cantitate de
(raport molar) de imobilizare | de entrapare 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 observa ca randamentul de entrapare nu a fost
influentat de raportul molar al silanilor folositi la imobilizare. Valoarea maxima a
capacitatii de imobilizare s-a obtinut in cazul retelelor de MeTMOS:TMOS la raport
molar de 1:1. Cresterea concentratiei de MeTMOS a determinat obtinerea unor
preparate enzimatice cu structuri mai dense. Activitatea catalitica calculata dupa 30
de minute de incubare, precum si compozitia amestecului de reactie la diferite
momente ale acesteia sunt prezentate in Tabelul 2.25 si Figura 2.27. S-a
demonstrat ca sistemele ternare in care compozitia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 si
1,5 mmoli, au fost superioare din punct de vedere al activitatii enzimatice
comparativ cu sistemul binar format din DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Viteza
optima a fost atinsa de preparatul enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei
folosind precursorii silanici MeTMOS:DMDMOS:TMOS in raport molar de 0,3:0,7:1.
Randamentul in produs a fost de asemenea influentat de compozitia sistemelor
ternare. Conversia totala a substratului dupa 24 de ore, randamentul maxim de
produs de amidare (93,5%), precum si randamentul minim in produs secundar de
hidroliza (6,5%) au fost obtinute folosind preparatele enzimatice in care continutul
de MeTMOS a fost minim (0, respectiv 0,3 mmoli MeTMOS). Cresterea concentratiei
de MeTMOS din reteaua de sol-gel a determinat scaderea vitezei initiale de reactie,
precum si a productivitatii. Acest fenomen se poate explica prin ingreunarea
transferului de masa al substratului si/sau produsului in matricea de sol-gel.
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Tabelul 2.25. Reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizata de alcalaza imobilizata
in sisteme binare si ternare de silani precursori la diferite rapoarte molare

. Activitate
MeTMOS 1:':;2;?: DP-NH, | DP-OH | DP-OMe | (umoli DP-
(mmoli) (ore) (% arie) | (% arie) | (% arie) | NH,-h*-mg

gel)

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

0 2 85,2 5,2 9,6 3,68
24 93,5 6,5 0,0
0,5 78,4 9,0 12,7

0,3 2 91,9 6,8 1,4 5,73
24 93,5 6,5 0,0
0,5 79,9 12,8 7,4

0,9 2 87,8 8,6 3,6 6,05
24 91,5 7,9 0,6
0,5 62,9 9,9 27,2

1,5 2 86,9 8,3 4,8 5,60
24 91,1 7,9 1,0
0,5 27,7 3,1 69,2

2 2 72,7 9,8 17,5 2,45
24 90,3 9,2 0,5
0,5 18,6 2,1 79,3

2,1 2 40,8 2,8 56,3 1,45
24 91,1 8,9 0,0
0,5 3,6 0,7 95,7

2,7 2 11,9 1,4 86,7 0,28
24 60,8 11,8 27,5
0,5 1,7 0,5 97,8

3 2 5,1 0,6 94,3 0,15
24 31,1 7,2 61,7
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Figura 2.27. Influenta concentratiei de MeTMOS asupra eficientei catalitice a alcalazei
imobilizate

2.3.10. Influenta naturii suportului solid asupra eficientei catalitice
a alcalazei imobilizate prin entrapare combinata cu adsorbtie

Metoda de imobilizare combinata implica adsorbtia enzimei entrapate in sol-
gel pe suprafata unui suport solid inert, care ar putea determina cresterea activitatii
catalitice, evitarea aglomerarii enzimei in timpul procesului de imobilizare, precum si
fmbunatatirea difuziunii substratului sau produsilor spre si dinspre enzima
detern;linénd astfel cresterea vitezei de reactie [174, 175].

In acest subcapitol s-a realizat imobilizarea alcalazei prin entrapare combinata
cu adsorbtie pe suport solid (Celite) conform metodei descrise in capitolul 3.1.2.
Silanii precursori folositi au fost DMDMOS:TMOS in raport molar de 1:1. Proprietatile
preparatelor enzimatice rezultate au fost caracterizate prin testarea eficientei
catalitice in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe folosind carbamatul de amoniu ca
agent nucleofil la 30°C. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in tabelele 2.26 si
2.27.

Tabelul 2.26 Influenta suportului solid folosit la dubla imobilizare a alcalazei asupra
randamentului de imobilizare

Randament de Capacitate de Cantitate de

Suport solld imobilizare (%) | entrapare (%) | preparat (mg) |

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

Se observa ca randamentul, precum si capacitatea de entrapare nu au fost
influentate de natura suportului de imobilizare. Viteza maxima de reactie (3,49
umoli/h/mg gel) a fost obtinuta in cazul folosirii preparatului enzimatic adsorbit pe
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Celite 521. Conversia totald a substratului a fost atinsa dupa 2 ore de incubare in
cazul folosirii Celite 521 si Celite 545 ca suporturi de imobilizare (Tabelul 2.27 si
Figura 2.28). Compozitia amestecului de reactie dupa 24 de ore a fost de 94,7%
produs de amidare si doar 5,3% produs secundar de hidroliza in cazul reactiei
catalizate de alcalaza imobilizata folosind ca suport inert Celite 545.

Tabelul 2.27. Reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe catalizata de alcalaza imobilizata
prin entrapare si adsorbtie

Timp de Activitate
. - DP-NH, DP-OH DP-OMe .
Suport solid | reactie (% arie) | (% arie) | (% arie) (umoli/h/
(ore) mg gel)
0,5 51,8 6,6 41,6
Celite C22 2 77,9 4,4 17,6 2,23
24 93,5 5,8 0,6
0,5 82,9 10,0 7,1
Celite 521 2 93,9 6,1 0,0 3,49
24 93,8 6,2 0,0
0,5 75,9 7,6 16,6
Celite 545 2 94,1 5,9 0,0 3,21
24 94,7 5,3 0,0
—00,5h
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Figura 2.28. Influenta naturii suportului solid asupra eficientei catalitice a alcalazei imobilizate
prin metoda combinata

2.3.11. Concluzii partiale

A fost realizata imobilizarea proteazei alcalaza prin entrapare si entrapare in
combinata cu adsorbtie pe Celite.

Dintre proteazele studiate, alcalaza 2,4L FG s-a dovedit a fi cea mai eficienta
in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe, proprietatile biocatalizatorului fiind
constante indiferent de lotul din care a provenit.
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Natura gruparii nehidrolizabile a avut o influentd considerabild asupra
eficientei biocatalizatorilor obtinuti prin entrapare in sol-gel cu diferiti silani
precursori (metoxisilani) la un raport molar de 1:1, in reactia de amidare a Z-Ala-
Phe-OMe. Cresterea numarului de grupari metil in structura silanului a avut un efect
favorabil asupra activitatii, asa cum se poate observa in cazul preparatului obtinut
cu DMDMQOS:TMOS la raport molar de 1:1.

Valoarea optima a capacitatii de entrapare, pentru care activitatea specifica a
preparatului enzimatic a fost maxima, a fost de 11,5% (corespunzéand unui raport
masic de 7,5 mg proteina/mmoli silani), iar raportul molar al silanilor precursori a
fost de 1:1.

Eficienta catalitica totala a reactiei de amidare catalizata enzimatic, exprimata
prin raportul k./Ky, a fost de doua ori mai mare in cazul alcalazei imobilizate,
indicand astfel eficacitatea procesului de imobilizare.

Sistemele ternare in care compozitia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 si 1,5
mmoli, au fost superioare din punct de vedere al activitatii initiale comparativ cu
sistemul binar format din DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Cresterea in
continuare a densitatii gruparilor metil (MeTMOS) in reteaua de sol-gel a avut efect
nefavorabil asupra vitezei initiale de reactie, precum si a productivitatii.

Metoda combinatd de entrapare si adsorbtie este indicata deoarece
imobilizarea prin efect dublu, de inchidere a enzimei in retea si depunere pe suport,
reduce pierderile fizice de biocatalizator concomitent cu mentinerea unei activitati
ridicate. Dintre suporturile de adsorbtie, cele mai eficiente s-au dovedit a fi cele de
tip Celite 545.

2.4. Stabilitatea alcalazei native si imobilizate in reactia de
amidare

Stabilitatea reprezinta unul dintre cei mai importanti parametri din punct de
vedere al aplicatiilor biocatalizatorilor in industrie. Pentru acest studiu s-a folosit
preparatul enzimatic obtinut prin optimizarea metodei de imobilizare utilizdnd un
raport masic de 7,5 mg proteind/mmoli silani si DMDMOS:TMOS la un raport molar
de 1:1 [172].

2.4.1. Studiul stabilitatii in timp a preparatelor enzimatice

Stabilitatea enzimelor imobilizate la temperatura camerei este un parametru
foarte important din punct de vedere al domeniului larg al aplicatiilor acestora. De
aceea s-a studiat stabilitatea enzimei imobilizate precum si celei native prin
mentinerea acestora la temperatura ambianta timp de 50 de zile. La diferite
intervale de timp, respectiv 0, 10, 28, 50 de zile de pastrare, biocatalizatorii au fost
testati in reactia de amidare a substratului model, determinandu-se activitatea in
primele momente ale reactiei. Pentru aceasta reactie s-au folosit aceleasi unitati de
activitate ca si in studiul anterior (2,6 U/mg proteind in cazul enzimei libere,
respectiv 2,6 U/mg preparat in cazul celei imobilizate). Rezultatele sunt prezentate
in tabelele 2.28 si 2.29.
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Tabelul 2.28. Stabilitatea in timp a alcalazei native la temperatura ambianta

Activitate
Timp de DP-NH, | DP-OH | DP-OMe specifica Activitate
conditionare + SD + SD + SD (pmoli relativa
(zile) (%) (%) (%) substrat-h™*-mg (%)
proteind™)
13,8 £ 1,86 £ 84,2 £
0 0.72 0,69 0.03 663,4 £ 33,9 100
10,8 0,98 + 88,2 £
10 1728 0.30 158 517,1 + 68,4 78
58 % 1,84 % 92,4 +
28 0,03 0,08 011 291,1 £ 9,97 44
4,85 + 1,31 £ 93,8 £
50 0,62 0,22 0.84 225,2 + 30,55 35

Tabelul 2.29. St

abilitatea in timp a alcalazei imobilizate la temperatura ambianta

Timpde | DP-NH; | DP-OH | DP-OMe |  ATEMEELE | Activitate
conditionare o0 + SD + SD Substl:at-h'l-m relativa
=) oo ) (%) gel™) T ()
125+ | 0,74+ | 86,8+
0 0,12 0,01 0,13 1,5+0,01 100
11,9+ | 1,33+ | 884+
10 0,19 0,67 0,85 1,37 £ 0,03 92
9,8+ | 2,06+ | 89,1%
28 001 | 0,00 | 110 1,09 + 0,13 73
8’4 * 1102 + 90,6 +
>0 0006 | 001 | 002 | 106%0,001 71

In Figura 2.29 se observd c& imobilizarea alcalazei in matrici de sol-gel a
determinat o imbunatatire a stabilitatii in timp a preparatului enzimatic. Dupa o
perioada de 50 de zile de pdstrare la temperatura ambiantd, alcalaza imobilizatd a

retinut 71% din activitatea initiald. In aceleasi conditii, enzima nativa a retinut doar
35% din activitatea initiala.

Aceste rezultate demonstreaza ca

imobilizarea

in  matrici

de sol-gel a

proteazelor asigura un mediu stabil si previne pierderea rapida a activitatii care
apare in timpul pastrarii enzimei la temperatura ambianta.
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Figura 2.29. Stabilitatea la pastrare la temperatura camerei a enzimei libere (rosu) si
imobilizate n sol-gel (negru)

2.4.2. Studiul stabilitatii termice a preparatelor enzimatice

Enzimele fisi pierd activitatea la temperaturi ridicate datoritda modificarilor
conformationale ireversibile care apar la nivelul structurii tertiare. Inactivarea
termica este deci unul dintre motivele care impiedica utilizarea biocatalizatorilor in
industrie. De aceea, imobilizarea s-a dovedit, in multe cazuri, a fi o alternativa
promitdtoare in rezolvarea acestei probleme.

In acest studiu s-a urmarit influenta temperaturii de incubare asupra eficientei
catalitice a alcalazei imobilizate in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Pentru acest
studiu s-au folosit aceleasi unitati de activitate ca si in studiul anterior (2,6 U/mg
proteind n cazul enzimei libere, respectiv 2,6 U/mg preparat in cazul celei
imobilizate). S-a studiat, daca si in ce masura matricea de sol-gel poate sa
protejeze enzima impotriva denaturarii termice.

Stabilitatea termicd a enzimelor a fost studiata prin determinarea activitatii
reziduale dupa incubarea acestora timp de 10 minute la 30, 40 50, 60, respectiv
70°C. Rezultatele acestui studiu sunt prezentate in tabelele 2.30 si 2.31.

Activitatea proteazei libere a scazut progresiv o data cu cresterea temperaturii
de incubare, cu o viteza mult mai mare decat cea a preparatul enzimatic rezultat
prin imobilizare. In cazul enzimei native, activitatea regasita dupa incubare (10
minute la 70°C) a fost de 35% din activitatea initiald, indicand astfel o sensibilitate
profundd la incdlzire. In conditii similare, alcalaza imobilizatd a retinut 78% din
activitatea initiala (Figura 2.30).
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Tabelul 2.30. Stabilitatea termica a alcalazei native in reactia de amidare a Z-Ala-

Phe-OMe
Temperaturs | DP-NH, | DP-OH | DP-OMe ’;:':‘é::z:t; Activitate
e oy ooy =50 (umoli/h/mg relativa
e e (%) (%) proteina) (%)
30 18:321 168,2; Sg’,g;: 6636 + 33,9 100
40 1g:éli 261,;;: 8411:is7¢ 624.6 & 22,2 o
50 1(1),,;351 462,2; 8318; 5537 4 511 -
60 9(,)52;: 264241: 8(8):8;: 4985 + 13,1 e
70 4(,)&?;391: 16‘,‘33:1i 9(3;’,2; 2372 % 45,6 -

Tabelul 2.31. Stabilitatea termica a alcalazei imobilizate prin metoda sol-gel in
reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

Temperatura DP-NH, DP-OH DP-OMe Activitate Activitate
deincubare | *SD + SD +SD | (umoli/h/ | relativi
€ (%) (%) (%) mg gel) (%)
12,5+ | 0,73+ | 868+
129+ | 099+ | 861%
40 0,71 0,37 0,34 1,46 + 0,04 97
12,5+ 0,90 + 86,6 +
> 1,75 0,26 2,01 1,49 £ 0,20 99
10,6 + 0,54 + 89,0
60 0,31 0,05 0,36 1,25+ 0,02 83
9,70 £ 0,82 % 89,5 +

Imbunatitirea stabilitdtii termice prin imobilizare se poate explica prin
legaturile formate intre moleculele de enzima si suportul de imobilizare care previn
modificarile conformationale ce pot aparea in urma incalzirii. Abilitatea de a retine
activitatea enzimatica la temperaturi ridicate determind largirea domeniului de
utilizare a enzimelor, precum si numeroase avantaje ca: reducerea riscului de
contaminare microbiand, scdderea vascozitatii, cresterea ratei de transfer si a
solubilitatii substratului [176]. In opinia altor autori, cresterea stabilitatii a
proteazelor imobilizate comparativ cu omologii lor solubili se poate datora prevenirii
fenomenului de autolizd si denaturarii termice [177]. Rezultatele obtinute
demonstreaza ca stabilitatea termica a proteazelor poate fi imbunatatita prin
imobilizarea n sol-gel, devenind astfel biocatalizatori atractivi pentru aplicatiile
industriale.
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Figura 2.30. Stabilitatea termica a proteazei imobilizate (negru) comparativ cu cea nativa
(rosu) la diferite temperaturi de incubare

2.4.3. Studiul reutilizarii preparatelor enzimatice in mediu de
solvent organic in sistem discontinuu

Posibilitatea reutilizarii este o caracteristica esentiald a aplicatiilor practice ale
biocatalizatorilor. Inactivarea si pierderea enzimei din matricea de sol-gel reprezinta
dezavantajele cele mai proeminente din punct de vedere al utilizarii pe scara larga a
enzimelor imobilizate. Reutilizarea alcalazei imobilizate este esentialda pentru
reducerea costului biocatalizatorului in procesele cu functionare continua sau
discontinua.

In acest studiu s-a urmarit influenta numarului de reutilizari asupra
performantelor alcalazei imobilizate in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Reactia
a fost catalizatd de preparatul enzimatic obtinut prin entraparea proteazei in matrici
de sol-gel folosind silanii precursori DMDMOS si TMOS in raport molar de 1:1 [172].
In acest caz s-a folosit o cantitate dubla de enzima (4 mg/ml sau 5,2 U/mg
preparat) pentru a evita pierderile aparute in timpul procesului de separare a
enzimei de mediul de reactie. Dupa fiecare reutilizare, preparatul enzimatic a fost
recuperat prin centrifugare si separare, urmata de spalare cu 2 ml t-BuOH/DMF
(82,5/17,5, % vol.) intre cicluri. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul
2.32.
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Tabelul 2.32. Reutilizarea alcalazei imobilizate in reactia de amidare a dipeptidei Z-
Ala-Phe-OMe (22 de ore de incubare la 30°C)

Nr. DP-NH, Eficienta catalitica Eficienta relativa
cicluri (%) (% DP-NH,-h"*-mg gel™) (%)
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 ca preparatul imobilizat si-a pastrat in totalitate eficienta
catalitica chiar si dupa 14 reutilizari la 30°C (Figura 2.31). Nu au existat pierderi de
activitate pe parcursul reutilizarii biocatalizatorului. La finalul experimentului,
enzima a fost separata din mediul de reactie, iar supernatantul a fost testat intr-o
noua reactie de amidare pentru a determina existenta eventualelor pierderi de
proteina din matricea de sol-gel aparute in timpul pastrarii indelungate a acesteia in
solvent organic.

120
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40

Eficienta catalitica relativa (%)
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Numar de reutilizari

Figura 2.31. Influenta numarului de reutilizéri asupra eficientei catalitice relative a alcalazei
imobilizate

Rezultatele au demonstrat ca alcalaza imobilizata in matrici siliconice prezinta
stabilitate operationala si mecanica ridicata in timpul mentinerii prelungite in solvent
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organic. Acest fenomen se poate explica prin faptul ca imobilizarea prin entrapare
reduce pierderile fizice de enzima, acesta fiind un avantaj important in utilizarea
biocatalizatorilor la scara industriala. Posibilitatea de reutilizare a enzimei imobilizate
este esentiala mai ales in procesele in care costul enzimelor este ridicat.

2.4.4. Studiul stabilitatii operationale a alcalazei imobilizate in
sistem continuu

Posibilitatea de reutilizare este o caracteristica esentiala in aplicatiile practice
ale biocatalizatorilor. Deoarece reactoarele in strat fix de catalizator continud sa
domine aplicatiile la scara larga industriala a enzimelor imobilizate, s-a studiat un
astfel de sistem pentru reactia de amidare a peptidei model Z-Ala-Phe-OMe. Astfel,
s-a realizat sinteza in regim continuu a Z-Ala-Phe-NH, folosind alcalaza din Bacillus
lichenifiormis imobilizata in matrici de sol-gel derivate din DMDMOS si TMOS in
raport molar de 1:1 [167]. Reactorul, contindnd catalizatorul si agentul nucleofil
(carbamatul de amoniu) sub forma de straturi suprapuse, precum si schema
instalatiei sunt prezentate in figurile 2.32 si 2.33.

Alcalaza
imobilizata
Carbamat
de amoniu
Substrat
—1
Agitator magnetic
Produs
Figura 2.32. Reactorul in strat fix Figura 2.33. Schema instalatiei de
contindnd  alcalaza  imobilizatd i obtinere enzimatica a Z-Ala-Phe-NH; in
agentul nucleofil sub forma de straturi regim continuu

suprapuse

Stabilitatea operationald a proteazei entrapate in sol-gel a fost studiata prin
reutilizarea coloanei in strat fix de catalizator la temperatura ambianta. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 2.33. La prima trecere a solutiei de substrat prin coloana
cu un debit de 0,15 ml/min, s-a atins un randament de produs de amidare de
aproximativ 60%.

Asa cum reiese din Figura 2.34, alcalaza imobilizatd a dovedit a avea o
stabilitate operationald remarcabila. Eficienta catalitica relativa (calculatd ca
randamentul de produs de amidare dupa prima trecerea a solutiei de substrat prin
coloana) a fost de 0,98 chiar si dupa 10 cicluri de utilizare repetata.
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Tabelul 2.33. Reutilizarea reactorului in strat fix de catalizator in sinteza Z-Ala-Phe-
NH, (debit: 0,15 ml/min)

Nr. cicluri DP-NH, Eficienta
i (%) relativa
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
1,2
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Figura 2.34. Influenta numarului de reutilizari asupra eficientei catalitice relative a reactorului
n strat fix de catalizator

Conversia totala a substratului a fost atinsa dupa 5 ore de recirculare a
solutiei de substrat prin coloana de catalizator, la un debit de 0,75 ml/min (Tabelul
2.34 si Figura 2.35). Randamentul in produs obtinut a fost de 90% produs de
amidare si 10% produs secundar rezultat in urma hidrolizei substratului.
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Tabelul 2.34. Sinteza Z-Ala-Phe-NH; in sistem continuu prin recircularea solutiei de
substrat

Timp (doergact'e DP-NH, (%) | 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 demonstreaza clar eficienta si
stabilitatea alcalazei imobilizate prin tehnica de sol-gel pentru sinteza amidelor
dipeptidelor in sistem continuu.
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Figura 2.35. Evolutia reactiei de amidare a Z-Ala-Phe-OMe in regim continuu
2.4.5. Concluzii partiale

Preparatele imobilizate au prezentat stabilitate termica si de conditionare
ridicata pe intervalul studiat in comparatie cu enzima nativa. Dupa o perioada de 50
de zile de pastrare la temperatura ambianta, alcalaza imobilizata a retinut 71% din
activitatea initiala. In aceleasi conditii, enzima nativd a retinut doar 35% din
activitatea initiala.

Activitatea proteazei native a scazut progresiv o datd cu cresterea
temperaturii de incubare. Astfel, dupa incubarea la o temperatura de 70°C, enzima
nativa a pierdut 65% din activitatea initialda, in timp pierderea de activitate a
alcalazei entrapate a fost doar de 22%.

Imobilizarea prin entrapare s-a dovedit a fi o metoda eficientd care permite
utilizarea repetata a enzimei, cu mentinerea proprietatilor biocatalitice. Imobilizarea
alcalazei in matrici de sol-gel (DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1) a determinat o
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crestere insemnatd a stabilitatii enzimei, activitatea rezidualda dupa 14 reutilizari in
mediu organic fiind de 100%.

Alcalaza imobilizatd a fost de asemenea testata pentru producerea continua a
Z-Ala-Phe-NH,. Nu s-au remarcat pierderi in activitatea alcalazei imobilizate in cazul
reutilizarii coloanei de biocatalizator, acesta fiind principalul avantaj al imobilizarii
prin entrapare.

2.5. Caracterizarea morfologica a biocatalizatorilor obtinuti
prin metoda sol-gel

2.5.1. Microscopia electronica de scanare (SEM)

Microscopia electronica de baleiaj (SEM) a fost efectuata pentru a determina
efectul silanilor precursori folositi la imobilizare asupra structurii morfologice a
preparatelor sol-gel. In acelasi timp, analiza spectrofotometrica a semnalului de
fluorescenta emis prin actiunea razelor X a permis identificarea calitativd a
elementelor prezente in proba, acest semnal fiind dependent de numarul atomic al
elementului respectiv. Imaginile SEM au oferit informatii despre microstructura,
porozitatea si textura materialelor. In continuare se va discuta influenta naturii,
precum si raportului molar al silanilor precursori asupra structurii morfologice a
preparatelor studiate. Aceasta structura va fi corelata cu activitatea
biocatalizatorului in reactia de amidare a dipeptidei model.

(b)
Figura 2.36. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate prin entrapare in sol-
gel obtinut din precursorul TMOS
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Imaginea SEM a alcalazei entrapate in matrici de sol-gel formate din TMOS
prezinta existenta unor nanoparticule in blocuri compacte neregulate, ceea ce a
determinat blocarea accesului substratului la centrul catalitic al enzimei si astfel
scaderea activitatii (Figura 2.36 a). Principalele elemente care apar in spectrul EDX
(Figura 2.36 b) sunt siliciul, oxigenul, carbonul, azotul provenit probabil din enzima,
precum si sodiu si fluor din catalizatorul care a fost utilizat la imobilizare.

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

16 200 30a 480 580 600 700 880 960 1008 1180 hev 180 200 3a 480 500 600 700 400 500 1000 1100 kew

(c) DMDMOS:TMOS, raport molar 1:1 (d) APrTMOS:TMOS, raport molar 1:1

Figura 2.37. Imaginile SEM (a, b) si spectrele EDX (c, d) ale preparatelor cu alcalaza
imobilizatad prin entrapare in sol-gel, pe baza de TMOS si DMDMOS, respectiv APrTMOS.

O posibila explicatie a scaderii activitatii preparatului enzimatic obtinut cu
APrTMOS:TMOS poate fi structura compacta a acestuia care determina blocarea
enzimei in interiorul unor pori mai mici. Imaginea SEM (Figura 2.37 b) prezinta
existenta unor blocuri compacte neregulate comparativ cu preparatul obtinut cu
DMDMOS:TMOS (Figura 2.37 a) care prezintd o structura mai poroasd, ceea ce
explica performantele catalitice ridicate ale acestui biocatalizator. Principalele
elemente care apar in spectrele EDX (Figura 2.37 c si 2.37 d) sunt siliciul, oxigenul,
carbonul, azotul din structura enzimei, fluorul si sodiul provenite din catalizatorul
utilizat (NaF). Se observa o crestere a continutului de azot in cazul preparatului in
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care s-a folosit APrTMOS, ceea ce arata prezenta suplimentara a acestui element in
structura silanului precursor.

(b)

Figura 2.38. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate in sol-gel obtinut din
precursorii VTMOS si TMOS in raport molar de 1:1

Figura 2.38 a) prezinta imaginea SEM a alcalazei entrapate in geluri derivate
de VTMOS si TMOS in raport molar de 1:1. Suprafata este mult diferita fata de
preparatele prezentate anterior, avand o structura amorfa cu pori foarte mici. Desi
ofera o serie de informatii utile, analiza structurald nu este suficienta pentru a se
putea trage concluzii asupra activitatii si reproductibilitatii metodei de imobilizare,
nepermitand localizarea enzimei in matricea de sol-gel. Din spectrul EDX (Figura
2.38 b) se observa prezenta principalelor elemente: siliciu, oxigen, carbon si azot
provenit din enzima, precum si sodiu si fluor provenite din catalizatorul folosit la
imobilizare.

Utilizarea metodei combinate de entrapare si adsorbtie pe Celite 545 a dus la
obtinerea unei structuri diferite a preparatului, asa cum era de asteptat. Din
imaginea SEM prezentata in Figura 2.39 a) se poate observa cd zonele poroase
alterneaza cu structuri sub forma de fagure, provenite din compozitia suportului de
Celite. Structura este mai putin aglomerata decat in cazul preparatului obtinut prin
entrapare simpla. Pe 1anga componentele de baza ale matricii de sol-gel, acest
preparat contine si aluminiu, constituent al suportului de Celite (Figura 2.39 b).
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Figura 2.39. Imaginea SEM (a) si spectrul EDX (b) al alcalazei imobilizate prin metoda
combinata de entrapare (DMDMOS si TMOS, raport molar 1:1) si adsorbtie pe Celite 545

Scaderea activitatii preparatelor enzimatice o data cu cresterea concentratiei
de MeTMOS in reteaua de sol-gel se poate datora structurii compacte, rezultand
astfel blocarea enzimei in interiorul unor pori mai mici. Imaginea SEM a preparatului
obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici derivate de MeTMOS:DMDMOS:TMOS in
raport molar de 0,9:0,1:1 este prezentata in Figura 2.40 b. Se observa o structura
formata din blocuri compacte neregulate, care se diferentiaza mult de cea formata
cu aceiasi silani la un raport molar de 0,3:0,7:1, aceasta avand o structura mult mai
poroasa (Figura 2.40 a).
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(a) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,3:0,7:1 (b) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,9:0,1:1

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1000  kev 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100  kev

(c) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,3:0,7:1 (d) MeTMOS:DMDMOS:TMOS, 0,9:0,1:1

Figura 2.40. Imaginile SEM (a, b) si spectrele EDX (c, d) ale preparatelor cu alcalaza
imobilizata prin entrapare in sol-gel, pe baza de MeTMOS:DMDMOS:TMOS la diferite rapoarte
molare

in Tabelul 2.35 sunt prezentate rezultatele analizei calitative ale principalelor
elemente identificate in preparatele enzimatice supuse acestei investigatii
structurale. Ele confirma prezenta componentelor utilizate in cursul procesului de
imobilizare, ceea ce arata faptul ca raman partial inglobate in xerogelul obtinut.
Astfel, toate preparatele contin carbon, oxigen si siliciu, componente de baza ale
matricii de sol-gel. Prezenta aluminiului este observatad si in preparatele obtinute
prin entrapare simpld, nu doar in cel obtinut prin metoda combinatd. Catalizatorul
adaugat pentru polimerizare (NaF) nu a fost in totalitate eliminat in procesul de
spalare (o parte ramanand probabil in pori), fapt confirmat de prezenta elementelor
in xerogel. Prezenta enzimei in preparat poate fi demonstrata de prezenta
elementului azot in elementele identificate.
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Tabelul 2.35. Analiza SEM-EDX a unor preparate de alcalaza imobilizata prin metoda
sol-gel si metoda combinata

Silani precursori Suport Compozitia elementara (%)
(raport molar) solid C N o F Na Si Al
TMOS - 29,2 | 3,2 | 43,8 ]0,21 | 0,18 | 23,3 -
DMDMOS:TMOS - 359 | 3,0 |37,4| 0,22 | 0,04 | 22,6 | 0,81
(1:1)
APrTMOS:TMOS - 38,2 | 94 |44,5| 0,36 | 0,12 | 43,7 | 1,57
(1:1)
VTMOS:TMOS - 35,1 2,6 | 36,0 | 0,25 | 0,08 | 25,9 -
(1:1) 7
MeTMOS:DMDMOS - 446 | 2,8 | 34,0 0,26 | 0,2 | 18,1 -
:TMOS (0,3:0,7:1) 4
MeTMOS:DMDMOS - 35,6 | 3,5 | 40,6 | 0,1 0,3 | 19,9 -
:TMOS (0,9:0,1:1) 7
DMDMOS:TMOS, | Celite 545 | 33,6 | 2,9 | 37,9 | 0,28 | 0,56 | 22,4 | 1,31
1:1 7

Intensitatea picurilor din spectrul EDX permite si o evaluare semicantitativa a
elementelor prezente in preparatele enzimatice. Valorile obtinute pentru preparatele
analizate sunt prezentate in Tabelul 2.35. In cazul preparatelor obtinute prin metoda
combinata, ar trebui sa avem un continut de carbon considerabil mai mic decat in
cazul celor imobilizate prin entrapare, datorita prezentei suportului de Celite. De aici
rezultd ca sol-gelul este adsorbit pe suprafata suportului de Celite si nu in interiorul
porilor, imbunatatind astfel accesul reactantilor la enzima. Datele obtinute prin
aceasta metoda sunt doar estimative deoarece distributia elementelor in preparat
este neuniformd, depinzand de zona care a fost analizata.

2.5.2. Spectroscopia FTIR

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

Deoarece alcalaza nativa este solutie apoasa, spectrul IR a fost realizat prin
tehnica ATR. Aceasta prezintd un spectru caracteristic proteinelor (Figura 2.41),
benzile cele mai importante fiind atribuite gruparii amidice (CONH). In domeniul
3400-3200 cm™ apare banda corespunzitoare vibratiilor de valentd N-H. in cazul
nostru aceastd banda apare la 3257 cm‘l; Intre 1690-1600 cm™ apare banda
corespunzatoare vibratiilor de valenta C=0. In cazul alcalazei, aceasta banda apare
la 1645 cm™!. Intre 1575-1480 cm™! apare banda corespunzitoare vibratiile de
valenta C-N amidice si vibratiilor de deformare in plan ale gruparii N-H [178].
Datorita vibratiilor catenelor laterale si a legaturilor de hidrogen din proteinad, apare
un grup complex benzi intre 1450-1200 cm™!. Dintre benzile care apar datoritd
prezentei gruparilor din catenele laterale ale aminoacizilor se pot mentiona: banda
de la 2940 cm™! datoratd vibratiei de valentd a grup&rii CH; si cele de la 1037 cm™?
si 1107 cm™1.
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Figura 2.41. Spectrul IR al alcalazei native

Preparatele enzimatice imobilizate de alcalazd au fost caracterizate prin
spectroscopie de IR, pentru comparatie fiind realizat spectrul gelului martor fara
enzima. Aceste spectre au fost realizate prin tehnica de transmisie, in pastila de
KBr. Benzile caracteristice compusilor cu siliciu sunt urmatoarele: 3700-3200 cm™
(Si-OH, de valentd), 1275-1260 cm™! (Si-CHs, deformare in plan simetricd), 1110-
1000 cm™! (Si-O-CHs, valentd asimetricd), 850-800 (Si-O-CHs, valentd simetricd),
765 cm™! (Si-CHs, valentd) [179].

Se poate observa cd spectrul corespunzator preparatului enzimatic obtinut cu
silanii precursori DMDMOS si TMOS in raport molar de 1:1 prezintd aceste benzi la
3700-3200 cm™! (bandj largd), 1264 cm™!, 1084 cm™!, 806 si 849 cm™' (Figura
2.42). Nu se observa diferente semnificative intre benzile din spectrul sol-gelului
martor si cel al preparatului enzimatic, cu exceptia benzii de la 1654 cm™! atribuit
vibratiei de valentd a gruparii C=0 amidice. Intensitatea acesteia este insa scazuta
datorita concentratiei scazute a enzimei din matricea de sol-gel. De asemenea, mai
apar doud benzi slabe ca intensitate la 1541 cm™! si 1406 cm™' care au fost
atribuite vibratiilor de deformare in plan ale gruparii N-H, respectiv vibratiilor
catenelor laterale din structura proteinei.
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Figura 2.42. Spectrele IR pentru: a. matricea sol-gel martor formata din DMDMOS:TMOS, 1:1;
b. preparatul enzimatic obtinut prin entraparea alcalazei in sol-gel cu DMDMOS:TMOS, 1:1
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Figura 2.43. Spectrele IR pentru: a. matricea sol-gel martor formata din APrTMOS:TMOS, 1:1;
b. preparatul enzimatic obtinut prin entraparea alcalazei in sol-gel cu APFrTMOS:TMOS, 1:1

S-a studiat de asemenea spectrul IR al preparatului enzimatic care a prezentat
activitate minima in reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe, obtinut cu silanii
precursori APrTMOS si TMOS in raport molar de 1:1. Se poate observa ca in spectrul
sol-gelului martor apar doud benzi la 1651 cm™ si 1568 cm™* care nu pot fi atribuite
gruparii amidice a enzimei (Figura 2.43). Acestea sunt benzile corespunzatoare
vibratiei de deformare a Iegétucii N-H corespunzatoare aminelor primare care apar
in domeniul 1640-1560 cm™. In cazul preparatului enzimatic, banda de la 1651
cm™?! se intensificd datoritd probabil suprapunerii cu cea corespunzitoare grup3rii
C=0 amidice din enzima.
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Figura 2.44. Spectrele IR pentru preparatele obtinute prin: a. entrapare in sol-gel cu
DMDMOS:TMOS, 1:1; b. entrapare in sol-gel cu DMDMOS:TMOS, 1:1 urmata de depunere pe
Celite 545

In cazul in care pentru imobilizare s-a utilizat metoda de entrapare in sol-gel
combinata cu adsorbtie (Figura 2.44), spectrul IR nu prezinta nici o diferenta fata de
cel al preparatului obtinut doar prin entrapare simpld cu aceeasi silani precursori
(DMDMOS si TMOS). Acest lucru demonstreaza faptul ca sol-gelul s-a format intr-
adevar si s-a depus pe suportul de Celite.

2.5.3. Microscopia cu fluorescenta

Microscopia cu fluorescenta a fost folosita pentru a studia distributia enzimei
in interiorul matricei de sol-gel. In acest studiu, alcalaza a fost marcatd cu un
fluorocrom (isotiocianat de fluoresceind) inainte de imobilizare.

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

Acest derivat este folosit foarte des pentru marcarea proteinelor. Gruparea
isotiocianat reactioneaza cu gruparile amino primare, sulfhidril, imidazoil, tirozil sau
carbonil din structura proteinelor, peptidelor si a altor biomolecule. Cu toate
acestea, doar derivatii formati cu amine primare (de exemplu: lizina) sunt stabili.

Y ; AN d
_I/ conjugare
- 2~ Y YT

Y
FITC enzima enzimi-FITC

Figura 2.45. Reprezentarea schematicd a complexului enzima-FITC

Pentru comparatie, s-au realizat trei experimente control in care complexul
alcalaza-FITC a fost inlocuit cu: alcalaza libera, apa distilata sau fractiunea FITC
eluata la acelasi volum de retentie cu alcalaza.

In continuare se va discuta influenta naturii, precum si raportului molar al
silanilor precursori asupra distributiei enzimei in preparatele enzimatice studiate.
Acest parametru va fi corelat cu activitatea biocatalizatorului in reactia de amidare a
dipeptidei model.

Imaginea fluorescenta a complexului alcalaza-FITC imobilizat in matrici de
DMDMOS si TMOS (raport molar de 1:1) este reprezentatda in Figura 2.46 a).
Distributia uniforma a agentului de marcare (FITC) indicd o distributie uniforma a
enzimei in matriceca de sol-gel. Preparatele control, obtinute cu aceeasi silani
precursori, sunt reprezentate in Figura 2.46 b), c) si d). Doar complexul alcalaza-
FITC prezenta fluorescenta, lucru confirmat de absenta acesteia in preparatele
realizate pentru control.
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) d)

Figura 2.46. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obtinute cu DMDMOS: TMOS
(raport molar, 1:1): a) alcalaza-FITC; b) alcalazad; c) FITC (fractiunea eluata la acelasi volum
de retentie cu alcalaza; d) gel martor (fara enzima)

Imaginea fluorescenta a complexului alcalaza-FITC imobilizat in matrici de
APrTMOS si TMOS (raport molar de 1:1) este reprezentatd in Figura 2.47 a). Nu
exista diferente semnificative in ceea ce priveste fluorescenta celor doua preparate
enzimatice obtinute cu DMDMOS:TMOS, respectiv  APrTMOS:TMOS (raport molar,
1:1). Particulele celui din urma sunt formate din blocuri mai compacte. In concluzie,
diferenta de activitate dintre cele doua preparate enzimatice (discutata in capitolul
2.3.4) nu este data de distributia enzimei in interiorul matricei de sol-gel, ci probabil
de morfologia acestora.
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a) b)
) d)

Figura 2.47. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obtinute cu APrTMOS:TMOS
(raport molar, 1:1): a) alcalaza-FITC; b) alcalaza; c) FITC (fractiunea eluata la acelasi volum
de retentie cu alcalaza; d) gel martor (fara enzima)

Influenta raportului molar al silanilor precursori asupra distributiei alcalazei in
interiorul matricei de sol-gel a fost realizata pentru preparatele obtinute cu
MeTMOS:DMDMOS:TMOS, in raport molar de 0,3:0,7:1 (Figura 2.48), respectiv
0,9:0,1:1 (Figura 2.49). Si in acest caz fluorescenta a fost totala pentru cele doua
preparate, confirmand astfel distributia uniformd a enzimei in suportul de
imobilizare. Cresterea concentratiei de MeTMOS a determinat obtinerea unor
particule compacte de dimensiuni mai mari.
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) d)

Figura 2.48. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obtinute cu MeTMOS:
DMDMOS:TMOS (raport molar, 0,3:0,7:1): a) alcalaza-FITC; b) alcalaza; c) FITC (fractiunea
eluata la acelasi volum de retentie cu alcalaza; d) gel martor (fara enzima)

a) b)
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c) d)

Figura 2.49. Imaginile fluorescente ale preparatelor enzimatice obtinute cu MeTMOS:
DMDMOS:TMOS (raport molar, 0,9:0,1:1): a) alcalazd-FITC; b) alcalaza; c) FITC (fractiunea
eluata la acelasi volum de retentie cu alcalaza; d) gel martor (fara enzima)

2.5.4. Concluzii partiale

Imaginile SEM ofera informatii utile despre microstructura, porozitatea si
textura preparatelor enzimatice analizate. Cresterea densitatii gruparilor metil a dus
la obtinerea unor structuri formate din blocuri compacte neregulate, mai putin
poroase. Utilizarea metodei combinate de entrapare si adsorbtie pe Celite 545 a dus
la o structura total diferita a preparatului enzimatic, imaginea SEM prezinta zone
poroase ce alterneaza cu structuri sub forma de fagure.

Rezultatele analizei cantitative confirma prezenta componentelor utilizate in
cursul procesului de imobilizare si in preparatul rezultat dupa spalare si uscare, ceea
ce dovedeste faptul ca ele raman partial inglobate fizic sau chimic in xerogelul
obtinut.

Spectroscopia FTIR este o metoda utild pentru confirmarea structurii
preparatelor obtinute prin metoda sol-gel si prin metoda comtzinaté, prezenta
enzimei fiind demonstratd de banda caracteristica gruparii amidice. In cazul metodei
combinate, gelul format se depune pe suprafata suportului solid, fapt demonstrat de
identitatea spectrelor celor doua preparate enzimatice.

Vizualizarea enzimei in interiorul matricei de sol-gel s-a realizat prin legarea
enzimei de un fluorocrom (izotiocianatul de fluoresceind), entraparea complexului
enzima-FITC si folosirea microscopiei de fluorescenta pentru a localiza enzima in
interiorul matricei de sol-gel. Imaginile de fluorescenta au demonstrat o distributie
uniforma a enzimei in interiorul matricei de sol-gel, indiferent de natura silanilor
precursori utilizati la imobilizare.
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3. PARTEA EXPERIMENTALA

3.1. Metode de imobilizare a enzimelor

Materiale

In studile 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), metilfenildimetoxisiian MPDMOS 95%
(Aldrich), iso-butiltrimetoxisilan i-BuTMOS, 97% (Brunschwig), polietilenglicol PEG
20000 4% (Sigma Aldrich), fluorura 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 si alcalaza 2,5L DX (Novozymes).

3.1.1. Imobilizarea enzimelor prin entrapare in sol-gel

Metoda generalad

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus diferite cantitati de proteaza (300,
500, 780, 1000 pl solutie), 200 pl PEG 20000 4%, 100 pl NaF 1M si 200 pl alcool
izopropilic. Amestecul rezultat s-a mentinut 5 minute pe agitatorul magnetic pentru
omogenizare, dupa care s-au introdus precursorii silanici (6 mmoli) la diferite
rapoarte molare, mentindndu-se agitarea pana in faza initiala a formarii gelului.
Gelul obtinut a fost pastrat in frigider timp de 24 de ore pentru o polimerizare
completa, apoi a fost spalat cu 10 ml apa deionizata, 5 ml alcool izopropilic si 5 ml
hexan. Preparatul obtinut s-a uscat la temperatura camerei timp de 48 de ore [180,
181]. Continutul de proteine din apele de spalare a fost determinat utilizdnd metoda
Bradford.

3.1.2. Imobilizarea enzimelor prin entrapare in sol-gel combinata cu
adsorbtie

Metoda generalad

Intr-o fiola de sticla de 4 ml s-au introdus 780 ul solutie proteaza, 200 pl
PEG 20000 4%, 100 ul NaF 1M si 200 pl alcool izopropilic. Amestecul rezultat s-a
mentinut 5 minute pe agitatorul magnetic pentru omogenizare, dupa care s-au
introdus precursorii silanici (DMDMOS:TMOS, 6 mmoli) in raport molar de 1:1,
mentinandu-se agitarea pana in faza initiala a formarii gelului, moment in care s-a
introdus 0,5 g suport solid. Gelul obtinut a fost pastrat in frigider timp de 24 de ore
pentru o polimerizare completa, apoi a fost spalat cu 10 ml apa deionizata, 5 ml
alcool izopropilic si 5 ml hexan. Preparatul obtinut s-a uscat la temperatura camerei
timp de 48 de ore.
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Continutul de proteine din apele de spadlare a fost determinat utilizdnd metoda
Bradford.

3.2. Metode de analiza

3.2.1. Metoda Bradford de determinare a proteinelor

Dozarea proteinelor in solutie (domeniul 0,1-1,4 mg/ml, folosind BSA ca
standard) se bazeaza pe formarea unui complex in urma reactiei proteinei din
solutie cu reactivul de culoare Brilliant Blue G. Maximul de absorbtie al complexului
proteina-Brilliant Blue G este in domeniul 465-595 nm. Reactivul Bradford nu
necesita dilutie, folosindu-se microplacute speciale pentru determinarea proteinelor.

Etalonarea solutiei de BSA prin metoda Bradford

Materiale
Pentru acest studiu s-au folosit urmatoarele: albumind serica bovind 2 mg/ml si
reactiv Bradford (Sigma Aldrich).

Mod de lucru

S-au realizat solutii de albumina serica bovina (BSA) de diferite concentratii in
apa deionizata (0,15-1,2 mg/ml). S-au luat cdte 5 pl din aceste solutii si s-au
introdus Tn microplacutele corespunzatoare, adaugandu-se apoi 250 ul reactiv
Bradford. Probele obtinute au fost mentinute la temperatura camerei timp de 10
minute, apoi s-a citit extinctia la 595 nm fata de un martor obtinut in aceleasi
conditii, dar cu inlocuirea solutiei de BSA cu apa deionizatd. Pentru siguranta
determinarii probele au fost realizate in duplicat. Determinarile s-au efectuat cu
ajutorul unui spectrofotometru Safire (Tecan Benelux BVBA, Giessen, the
Netherlands). S-a reprezentat grafic extinctia in functie de cantitatea de proteina.
Aceasta reprezentare este de forma unei drepte cu ecuatia:

E=b-GC,
unde:
E - extinctia
b - panta dreptei
C, - cantitatea de proteind (mg/ml)

Determinarea continutului de proteine

Mod de lucru

Pentru aceste determinari s-au folosit microplacute cu 96 de pozitii in care s-
au introdus 5 pl solutie de proba necunoscuta si 250 ul reactiv Bradford. Proba a
fost mentinutd la temperatura camerei timp de 10 minute, apoi s-a citit extinctia la
595 nm fata de un martor obtinut in aceleasi conditii, dar cu inlocuirea probei cu apa
deionizata. Pentru siguranta determinarii probele au fost realizate in duplicat.
Concentratia de proteina din proba s-a determinat cu formula:
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C=—-E-d (mg/ml)

S|~

unde:
d - dilutia probei

Cantitatea de proteina imobilizata s-a calculat prin diferenta dintre cantitatea
de proteind supusa imobilizarii si cea regasita in apele de spalare. Randamentul de
imobilizare s-a calculat prin raportarea cantitatii de proteina imobilizata la cea
initiala.

Nimobilizare = (Cantitate proteine imobilizate / cantitate totala proteine) x 100 (%)

3.2.2. Analiza cromatografica de lichide de inalta performanta
(HPLC)

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu faza
inversa (RP), echipat cu un detector UV cu sir de diode, autosampler si coloana
Atlantis T3 3 uym, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220,
256 sau 280 nm. Compusii au fost eluati cu acetonitril contindand 0,1% acid
trifluoracetic (TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5
ml/minut.

Pentru etalonarea compusilor analizati s-au realizat solutii standard de diferite
concentratii, reprezentandu-se grafic aria picului respectiv in functie de concentratie.
Aceasta dependentd este liniara de forma y = bx. In Tabelul 3.1 se pot observa
parametrii dreptelor de etalonare pentru compusii studiati.

Tabelul 3.1. Parametrii dreptelor de etalonare

Nr. crt. Compus b A (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-GIn-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-NH, 785326 220
17 Z-Ala-Phe-OH 782891 220

Cu ajutorul acestor parametri se poate calcula concentratia de substrat consumat,
precum si cea de produs format in reactie:
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1
C==.A-d (mM
b ( )

unde:
A - aria picului cromatografic
d - dilutia probei

3.2.3. Electroforeza proteinelor pe gel de poliacrilamida

Electroforeza se foloseste pentru a estima gradul de dizolvare a unei
proteine Tn gradient, pe o coloand cu schimb de ioni, pentru a stabili numarul
proteinelor prezente intr-un amestec sau pentru a le separa pe baza marimii si
greutatii moleculare, folosind geluri SDS (dodecilsulfat de sodiu). SDS imbraca
proteina in asa fel incat atunci cdnd aceasta este incalzitd si denaturata, polipeptida
va fi complet imbracata de SDS si nu mai are sarcind electricd naturalda. Toate
proteinele migreaza cu aceeasi rata cu exceptia situatiei in care gelul are pori de
dimensiune mica, care restrictioneaza migrarea acestor molecule, in asa fel incat ele
se vor separa pe baza marimii lor si nu a sarcinii electrice. Electroforeza in gel de
poliacrilamida, in conditii denaturante (in prezenta dodecilsulfatului de sodiu, SDS,
0,1%) este o tehnica de separare a proteinelor pe baza masei lor moleculare. Astfel,
moleculele de marimi diferite se vor separa formand benzi distincte in interiorul
gelului.

Mod de lucru

Electroforeza pe gel de poliacrilamida (PAGE) a fost realizatda in sistem
continuu cu SDS, in plan vertical. Pentru electroforeza s-au utilizat geluri
prefabricate de poliacrilamidd de tipul NUPAGE® NOVEX® Bis-Tris Mini Gels (10%)
furnizate de Invitrogen™. Tamponul folosit pentru migrarea moleculelor a fost
preparat prin adaugarea a 40 ml tampon NuPAGE MES (acid 2-(N-morfolino)-
etansulfonic) si 760 ml apa deionizatd. Prepararea probelor a fost realizata in tuburi
eppendorf de 1,5 ml in care s-au adaugat 6,5 ul proba, 2,5 yl tampon NuPAGE LDS
(dodecilsulfat de litiu) si 1 pl NUPAGE agent reducator (2-mercaptoetanol). Probele
au fost centrifugate cateva secunde pentru omogenizare si incubate timp de 10
minute la 95°C. In camera interioara a sistemului de electroforeza s-au adaugat 200
ml tampon NuPAGE SDS, iar in cea exterioara 600 ml din acelasi tampon. Conditiile
de migrare au constat in aplicarea unui voltaj de 200 V timp de 35 de minute.
Sistemul de electroforeza utilizat in ambele cazuri a constat dintr-un aparat de
electroforeza vertical. Evidentierea proteinelor in 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 argentica (,silver staining”) [182].

3.2.4. Analiza cromatografica de excluziune (SEC)

Cromatografia de excluziune este denumitd si cromatografie pe gel (SEC), in
care fenomenul principal este difuzia, iar separarea se face in functie de marimea
efectivda a moleculelor componentelor. Cromatografia de excluziune (SEC) este
folositd pentru separarea moleculelor in solutie pe baza maselor moleculare ale
acestora. Aceastd metoda este aplicatda in general moleculelor mari, cum ar fi
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proteine si polimeri industriali. Atunci cand faza mobild este o solutie apoas3,
aceasta tehnica este numita cromatografie de filtrare pe gel.

Mod de lucru

Purificarea enzimelor studiate a fost efectuatd pe un cromatograf AKTA
Purifier echipat cu detector UV si coloana Superdex 200 PG (Amersham). Detectia
componentelor s-a realizat la 280 nm. Pentru calibrare s-au folosit solutii standard
de proteine cu diferite mase moleculare: catalazd (M = 232 kDa), aldolaza (M = 158
kDa), BSA (M = 67 kDa), ovalbumina (M = 43 kDa) si ribonucleaza (M = 13,7 kDa).
Blue dextranul (2000 kDa) a fost folosit pentru determinarea volumului mort (Vo =
8,14 ml) al coloanei. Elutia componentelor s-a realizat cu tampon fosfat de pH 6,0,
0,15 M NadCl, debitul fiind de 0,5 ml/min (Figura 3.1 si Figura 3.2).
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Figura 3.2. Caracteristica de etalonare a solutiei standard de proteine realizata prin
cromatografia de excluziune

S-a citit absorbanta fractiunilor colectate la 280 nm. Masa moleculara a
proteinelor s-a calculat prin reprezentarea graficd a coeficientului de partitie ca
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functie de logaritmul masei moleculare corespunzator standardelor. Ecuatia a fost
utilizata pentru determinarea maselor moleculare ale proteinelor necunoscute.

Coeficientul de partitie (K,y) poate fi exprimat ca:

Kay = (Ve-Vo) / (V-Vo)
unde:
Ve - volumul de elutie al proteinei necunoscute
Vo — volumul de elutie al blue-dextranului (8,14 ml)
V: - volumul de elutie al picului corespunzator conductivitatii obtinut la
sfarsitul elutiei (20,81 ml)

3.2.5. Microscopia electronica de scanare (SEM) cuplata cu
spectrometria de raze X cu dispersie de energie (EDX)

Microscopul electronic cu baleiaj (SEM) utilizeaza un fascicul focalizat de
electroni de energie ridicata pentru a genera semnale diferite pe suprafata
particulelor solide. Semnalele produse in urma interactiunilor electron-proba
dezvaluie informatii despre morfologia (textura) probei, compozitia chimica si
structura cristalind a acesteia.

Tehnicile de lucru folosite sunt:

- in vid inaintat (High-vacuum mode) (10~ mbar) folosit pentru imagistica si
microanaliza probelor conductoare si/sau probelor preparate conventional.

- In vid preliminar (Low-vacuum mode) (< 270 Pa) folosit pentru imagistica si
microanaliza probelor fara preparare.

Imaginile SEM si spectrele EDX au fost realizate cu ajutorul unui microscop
electronic de baleiaj Inspect S + Edax Genesis XM 2i (FEI Company, Olanda). Acest
microscop contine trei lentile electromagnetice prealiniate racite cu aer, coloana
optimizata pentru rezolutie Tnalta si curent de fascicul mare cu o singura deschidere
pe lentila fixa. Elementele principale ale opticii electronice in cazul acestui
echipament au fost:

- sursa: reprezentata printr-un filament de wolfram montat in ansamblul tun
electronic de tip tetroda;

- tensiunea: 200 V - 30 kV;

- curentul fasciculului: > 2 pPA;

- rezolutia: 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 in modul High-vacuum si <12 nm la 3 kV in modul Low-vacuum);

- domeniul de focalizare: 3-99 mm.

- magnificatia: 6x — 1,000,000x cu afisare pe monitor standard LCD de 19”;

- cdmpul de vizualizare: identic in High si Low-vacuum (18 mm la cea mai
mare distanta de lucru).

Mod de lucru — imagistica calitativa

Proba solida (aproximativ 1-2 mg) asezata pe o banda dublu adeziva de
carbon a fost initial pulverizatd cu aer comprimat pentru evitarea contaminarii
coloanei electromagnetice, dupa care a fost introdusa in camera microscopului. S-a
folosit modul vidului fnaintat (High-vacuum), iar cand presiunea a atins valoarea de
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aproximativ 1,56-10° Pa si curentul de emisie a ajuns la 100 pA, s-a inceput
scanarea (baleiarea). Zonele de interes au fost aduse la magnificatia
corespunzatoare, obtindndu-se astfel imaginile SEM.

Mod de lucru - analiza semicantitativa prin spectrometrie de raze X cu dispersie de
energie (EDX)

Spectrele EDX au fost realizate cu ajutorul spectrometrului fotoelectronic cu
dispersie. Aceasta tehnica consta in iradierea probei aflatd intr-un spatiu cu vid
fnaintat, cu radiatii X, fotoelectronii emisi fiind separati in functie de energiile lor
cinetice intr-un spectrometru fotoelectronic. Identificarea elementelor se face in
functie de valorile nivelelor energetice ale fotoelectronilor emisi. Dupa identificarea
elementelor in spectrul EDX, s-a realizat si cuantificarea acestora, obtindndu-se
astfel informatii despre compozitia semicantitativa.

3.2.6. Spectroscopia FTIR

Spectrele FTIR s-au inregistrat folosind spectrometrul Jasco FT/IR-410.
Analizele IR s-au realizat in pastila de KBr in cazul probelor solide.

3.2.7. Marcarea proteinelor cu fluorocromi

Izotiocianatul de fluoresceind este unul dintre cei mai recomandati fluorocromi
pentru metoda anticorpilor si proteinelor fluorescente. Izotiocianatii reactioneaza cu
gruparile aminice libere ale proteinelor, formand o legadtura tiocarbamidica. In
aceste reactii prezinta interes in special gruparile aminice ale lizinei. Superioritatea
izotiocianatului de fluoresceina fata de izocianat consta nu numai in prepararea
usoara si conservarea mai bund, ci si in fluorescenta de patru ori mai intensa a
conjugatelor sale.

Materiale si aparatura

Pentru aceasta procedura s-au folosit: alcalazd 2,4L FG (Novozymes), 5(6)-
izotiocianat de fluoresceina (Fluka), solutie tampon borat (50 mM, pH 8,5), solutie
tampon fosfat (0,1 M, 0,15 M NaCl, pH 7,2), N,N-dimetilformamida (Sigma Aldrich),
Sephadex G-25 medium (Pharmacia Fine Chemicals AB Uppsala, Suedia), saci de
dializa 25 mm (1,0 in) (Sigma-Aldrich), microscop inversat cu fluorescenta Olympus
IX70.

Mod de lucru

Purificarea enzimei s-a realizat prin dializd, in tampon borat de 50 mM, la pH
8,5. Dupa dializa, cantitatea de proteine din proba a fost determinata prin metoda
Bradford. Reactia de cuplare s-a realizat intr-o eprubeta de sticla prin incubarea a
3,5 ml solutie de alcalaza rezultata la dializa (34 mg proteind/ml) si 1711,5 pL
solutie FITC, timp de o ord la temperatura camerei (conform PIERCE EZ-LabelTM
FITC Labeling Kit). Reactia s-a realizat la intuneric sub folie de aluminiu.
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Numarului de mmoli de FITC a fost calculat cu relatia:

nerre =V -c- 10 % (mmoli)

unde:
Nere - numarul de moli de FITC necesari (mmoli);
V - volumul solutiei enzimatice (ml);
c - concentratia solutiei enzimatice (mg/ml);
10 - excesul molar al FITC;
M - masa moleculara a proteinei (mg/mmol).

Volumului de solutie de FITC s-a calculat cu relatia:

VFrrc =n-M-100 (ul)

unde:
Verre = volumul solutiei de FITC (ul);
n — numarul de mmoli de FITC (mmoli);
M - masa moleculara a FITC (mg/mmol) ;
100 - volumul de DMF (ul) necesar pentru a dizolva 1 mg FITC;

Separarea FITC libere de cea legata de proteind s-a realizat pe coloana
umplutd cu Sephadex G-25. Elutia componentelor s-a realizat cu tampon fosfat 0,1
M, 0,15 M NaCl de pH 7,2. S-a citit absorbanta fractiunilor colectate la 280 nm. La
finalul separarii, concentratia solutiei de proteina legata a fost de 0,23 mg
proteina/ml.

Solutia fluorescentd de proteina legata a fost concentrata prin lofilizare la -
550C timp de 34 de ore. In final, proba solida a fost redizolvata in apa distilata,
obtindndu-se o suspensie avand concentratia de 6 mg proteind/ml. Aceasta
suspensie s-a folosit la imobilizare. Imaginile fluorescente au fost inregistrate cu
ajutorul microscopului inversat cu fluorescenta Olympus IX70.

3.2.8. Metoda spectrofotometrici de determinarea activitatii
subtilizinei A native

Materiale si aparatura

In reactiile de hidrolizd s-au folosit: N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
(Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamida, (Sigma Aldrich), solutie tampon fosfat (10
mM pH 6.2) si solutie tampon PBS (20 mM fosfat si 0,15 M NaCl, pH 7,0).
Determinarile experimentale au fost realizate prin metoda colorimetrica folosindu-se
spectrofotometrul UV-VIS (UV-1201 series, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
Catalizator: subtilizina A nativa (Sigma Aldrich).

Mod de lucru

Intr-o cuva de plastic de 1 ml s-au adaugat 0,9 ml solutie tampon PBS 20 mM
si 0,05 ml solutie N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidd 10 mM. Amestecul de
reactie a fost termostatat la 25°C timp de 5 minute, dupa care reactia a fost initiata
prin addugarea a 0,05 ml solutie de enzimd (4 pg/ml). S-a urmarit cresterea in
absorbanta la 412 nm timp de 10 minute fata de un martor continand aceeasi
concentratie de substrat.
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Activitatea enzimatica a fost determinata pe baza vitezei initiale de reactie
conform urmatoarei relatii:

Activitatea = (4A)-V-103/t:em  (umol/min + MJenzims)

unde:
AA/t - viteza initialda de reactie (A.u./min)
¢ - coeficientul molar de extinctie al p-nitroanilidei (8,9 mM*cm™)
V - volumul de reactie (ml)
m - cantitatea de enzima (mg)

3.3. Reactia de amidare enzimatica a Z-Ala-Phe-OMe

Materiale si aparaturd

In reactiile de amidarea s-au folosit: Z-Ala-Phe-OMe (Bachem AG), carbamat
de amoniu (99%, Sigma Aldrich), t-butanol (Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamida
(Sigma Aldrich), acetonitril (Merck) si carusel pentru reactii paralele termostatat,
prevdzut cu agitare magnetici (GreenHouse Plus™ Parallel Synthesizer; Radleys
Discovery Technologies).

Catalizatori: proteaza alcalaza 2,4L FG (Novozymes) nativa si imobilizata.

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu faza
inversa (RP), echipat cu un detector UV cu sir de diode, autosampler si coloana
Atlantis T3 3 um, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220,
256 sau 280 nm. Compusii au fost eluati cu acetonitril continand 0,1% acid
trifluoracetic (TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul folosit a fost de 0,5
ml/minut.

Continutul de apa al amestecului de reactie a fost determinat prin titrare Karl-
Fischer, folosindu-se titratorul K-F 720 KFS Titrino (Metrohm, Elvetia).

Mod de lucru

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

Reactiile au fost realizate in fiole de sticla de 10 ml in care s-au introdus: 0,05
mmoli Z-Ala-Phe-OMe, 0,5 mmoli carbamat de amoniu si 5 ml solvent (¢-
BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol). Solventii folositi in reactie au fost uscati pe site
moleculare de 4A timp de 24 de ore. Amestecul de reactie a fost termostatat la
30°C timp de 30 de minute sub agitare magnetica, dupa care reactia a fost initiata
prin adaugarea a 10 mg (2,6 U/mg preparat) alcalaza imobilizata sau 10 ul (2,6
U/mg proteind) alcalaza nativa. Reactia a fost incubata 21 de ore la 30°C. Reactiile
au fost realizate in 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 amida format la
diferite intervale de timp pe baza ariilor picurilor si activitatea enzimatica in primele
momente ale reactiei.

umoli produs format
timp - mg enzima

Activitate = (U/mg)
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3.4. Hidroliza enzimatica a esterilor tert-butilici C-terminali ai
peptidelor

Materiale si aparatura

In reactiile de hidroliza s-au folosit urmatoarele substraturi:

- dipeptide: Z-Ala-Phe-OBu!, Z-Val-Ala-OBut, Z-Val-Asn-O'Bu, Z-Val-GIn-
OBu!, Z-Val-Leu-OBU!, Z-Val-Lys(Boc)-OBu, Z-Val-Met-OBU!,
Z-Val-Phe-OBu!, Z-Val-Ser-OBuf, Z-Val-Tyr-OBu‘ (Diosynth);

- tripeptide: Z-Ala-Phe-Ala-OBu® (Diosynth) ;

- tetrapeptide: Boc-Ala-Asp(OBu')-Trp-Phe-OBu!, Boc-Gly-Phe-Phe-Leu-
OBu! (Diosynth);

- hexapeptide: Boc-Gly-Phe-Met-Pro-Phe-Trp-OBu' (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) si alcalaza-CLEA (08331, Diosynth).

Solventi: N,N-dimetilformamida (Sigma Aldrich) si solutie tampon fosfat 0,1
M, pH 7,0.

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu faza
inversa (RP), echipat cu un detector UV cu sir de diode, autosampler si coloana
Atlantis T3 3 pm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220
sau 280 nm. Compusii au fost eluati cu acetonitril continand 0,1% acid trifluoracetic
(TFA) cu un gradient de la 2% la 98%. Debitul a fost de 0,5 ml/minut.

Mod de lucru

Conditiile optime pentru reactia de hidroliza selectiva enzimaticd a esterilor
tert-butilici ai peptidelor studiate au fost descrise de [9].

Reactiile au fost realizate in fiole de sticld de 10 ml la diferite concentratii de
substrat (5-150 mM). Hidroliza a fost realizata la un volum total de 1 ml in amestec
de DMF/tampon (diferite concentratii). Amestecul de reactie a fost termostatat la
40°C sub agitare magnetica, reactia fiind initiaté prin addugarea 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 in
reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe

Materiale si aparatura

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

Catalizatori: preparatul enzimatic obtinut prin imobilizarea preteazei Alcalaza
2,4L FG in matrici derivate din DMDMOS si TMOS (1:1, raport molar).

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu faza
inversa (RP), echipat cu un detector UV cu sir de diode, autosampler si coloana
Atlantis T3 3 pm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220
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nm. Compusii au fost eluati cu acetonitril contindnd 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

Reactiile au fost realizate in fiole de sticla de 4 ml in care s-au introdus: 0,04
mmoli Z-Ala-Phe-OMe, 0,4 mmoli carbamat de amoniu si 4 ml solvent (¢-
BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol). Solventii folositi in reactie au fost uscati pe site
moleculare de 4A timp de 24 de ore. Amestecul de reactie a fost termostatat la
30°C timp de 30 de minute sub agitare magnetica, dupa care reactia a fost initiata
prin adaugarea a 16 mg alcalaza imobilizata. Dupa fiecare reutilizare (22 de ore de
reactie) s-a prelevat proba care a fost ulterior diluatd cu un volum egal de acetonitril
si analizata prin HPLC. Preparatul enzimatic a fost separat prin centrifugare, spalat
cu 2 ml solvent (t-BuOH/DMF, 82,5/17,5, % vol) si reutilizat intr-o noua reactie. Pe
baza analizelor efectuate s-a calculat randamentul de amida format la sfarsitul
reactiei pe baza ariilor picurilor si eficienta catalitica. Eficienta cataliticd a fost
exprimata ca procent de amida format intr-o ora de catre 1 mg enzima imobilizata.
Reactiile au fost realizate in duplicat.

3.6. Utilizarea preparatelor enzimatice imobilizate in sistem
continuu

Materiale si aparatura

In aceste reactii s-au folosit: Z-Ala-Phe-OMe (Bachem AG), carbamat de
amoniu (99%, Sigma Aldrich), t-butanol (Sigma Aldrich), N,N-dimetilformamida
(Sigma Aldrich), acetonitril (Merck), pompa peristaltica si coloana de sticla.

Catalizatori: preparatul enzimatic obtinut prin imobilizarea proteazei alcalaza
2,4L FG In matrici derivate din DMDMOS si TMOS (1:1, raport molar).

Determinarile cromatografice au fost efectuate pe un HPLC (Waters) cu faza
inversa (RP), echipat cu un detector UV cu sir de diode, autosampler si coloana
Atlantis T3 3 pm, 2,1 mm x 100 mm (Waters). Analizele au fost efectuate la 220
nm. Compusii au fost eluati cu acetonitril contindnd 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 coloana de sticla (15 cm lungime si
0,68 cm diametrul interior) umpluta cu enzima imobilizata (1,2 g) si carbamat de
amoniu (3 g) asezate in straturi de aproximativ 1 cm. Solutia de substrat Z-Ala-Phe-
OMe (5 ml, 50 mM) a fost introdusa in coloana si recirculatd cu un debit de
aproximativ 0,5 ml/minut pana cand conversia acestuia a fost totald. Probele
prelevate la diferite intervale de timp s-au diluat cu un volum egal de acetonitril si
apoi au fost analizate prin HPLC. Pe baza analizelor efectuate, s-a calculat
randamentul de amida format la diferite intervale de timp pe baza ariilor picurilor
cromatografice.
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Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost obtinerea de noi
biocatalizatori stabili care sa prezinte eficienta ridicata in deprotejarea si amidarea
peptidelor C-terminale. Productia la scara industriald este favorizata de folosirea
enzimelor imobilizate, deoarece permite reutilizarea biocatalizatorului, procesul
devenind mult mai economic.

In prima parte a tezei este prezentat un studiu de literatura cu privire la
structura si proprietatile catalitice ale serin-proteazelor, imobilizarea acestora prin
entrapare in sol-gel, precum si utilizarea enzimelor in sinteza si modificarea
peptidelor biologic active. Acest studiu, a reprezentat fundamentul stiintific pentru
obiectivele care au fost urmarite in partea de cercetari experimentale.

Studiile realizate in cadrul contributiilor originale au avut urmatoarele
obiective:

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

e Optimizarea parametrilor de imobilizare pentru obtinerea de
biocatalizatori cu eficientd cataliticd Tmbunatatita 1in cazul
functionalizarii gruparii carboxilice C-terminale (amidare si hidroliza).

e Biocatalizatorul obtinut sa fie stabil in conditiile de proces si sa
manifeste proprietati constante indiferent de lotul din care provine.

e  Studiul stabilitatii termice si operationale a preparatelor enzimatice in
reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe.

e Reutilizarea preparatelor enzimatice obtinute prin entrapare in mediu
de solvent organic.

¢ Obtinerea de biocatalizatori stabili care sa fie utilizati in procese
continue.

e Imobilizarea alcalazei prin entrapare in sisteme ternare de silani
precursori si prin entrapare combinatd cu adsorbtie pentru
fmbunatatirea activitatii catalitice.

e Caracterizarea preparatelor enzimatice folosind metode instrumentale
de analiza structurala.

Din studiile experimentele, efectuate in conformitate cu obiectivele stabilite,
au rezultat urmatoarele concluzii:

Reactii de hidroliza selectiva a peptidelor catalizate de alcalaza-CLEA

Peparatul comercial alcalaza-CLEA (imobilizata prin inretelare) a fost utilizat in
reactia de deprotectie selectivd a esterilor tert-butilici ai peptidelor in mediu de
solvent organic/apa. In urma studiului influentei concentratiei de DMF din mediul de
reactie asupra eficientei catalitice a proteazei in reactia de hidrolizad a dipeptidei Z-
Ala-Phe-OBu!, s-a observat ci valoarea optimd pentru care s-a obtinut activitatea
maxima a biocatalizatorului a fost de 50% (vol). Crestere concentratiei de DMF
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(peste 50%) a avut un efect negativ asupra eficientei catalitice determinand o
scadere a acesteia datorita efectului inactivant al solventului organic.

La aceeasi concentratie de DMF, activitatea esterazica a fost maxima, in cazul
hidrolizei selective a tetrapeptidei Boc-Ala-Asp(OtBu)-Trp-Phe-OBut. Excesul de api
determina hidroliza produsului format deoarece acesta actioneaza doar ca agent
nucleofil in reactie. De asemenea, flexibilitatea moleculelor de enzima creste,
determinand o scadere a activitatii catalitice datoritd modificarilor conformationale.

In cazul dipeptidelor cu formula generald Z-Val-AA-OBU!, prezenta
aminoacizilor cu grupari hidrofobe la pozitia C-terminalda, a determinat scaderea
activitatii catalitice a alcalazei-CLEA.

Obtinerea de noi biocatalizatori stabili si eficienti pentru functionalizarea
grupérii carboxilice C-terminale a peptidelor

Dintre proteazele studiate, cele mai bune activitati in reactia 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.

Aceasta proteaza a prezentat proprietati constante in ceea ce priveste
compozitia proteica si activitatea catalitica, independent de lotul de provenienta.

La imobilizarea alcalazei 2,4L FG prin entrapare in sisteme binare de
precursori metoxisilanici, prezenta grupei nehidrolizabile dimetil in reteaua de sol-
gel a dus la cele mai mari valori ale activitatii si randamentului de produs in reactia
de amidare a Z-Ala-Phe-OMe. Capacitatea de imobilizare a atins valoarea optima la
11,5%, corespunzdnd unui raport masic de 7,5 mg proteinda/mmoli silani. De
asemenea, raportul molar al silanilor precursori pentru care eficienta catalitica a
enzimei a fost maxima, a fost de 1:1. Astfel, prin optimizarea metodei de imobilizare
s-au obtinut catalizatori eficienti si reproductibili.

In urma imobilizarii, afinitatea proteazei a scazut datorita limitarilor
difuzionale ale substratului si/sau produsului in matricea de sol-gel, insa eficienta
catalitica (k.a/Km) a fost de douad ori mai mare comparativ cu alcalaza nativa.

Cresterea stabilitatii termice reprezinta una dintre principalele avantaje ale
imobilizarii, datorita efectului de protectie al suportului, mai ales in cazul unor
supraincalziri locale, de scurtd durata, cauzate de efectul termic al reactiei.
Preparatele imobilizate au prezentat stabilitate termica si de pastrare ridicata pe
intervalul studiat in comparatie cu enzima nativa.

Reutilizarea enzimei reprezintd un alt obiectiv important al imobilizarii pentru
aplicatiile industriale. Tehnica de entraparea in sol-gel si-a demonstrat eficienta si
sub acest aspect. S-a obtinut astfel o crestere insemnatd a stabilitdtii enzimei,
neexistand pierderi de activitate chiar si dupa 14 reutilizari in solvent organic.

Prin imobilizare, procesele pot fi operate in regim continuu, ceea ce permite
automatizarea lor. Alcalaza entrapata in sol-gel a fost astfel utilizatéd cu succes in
producerea continud a Z-Ala-Phe-NH,, prin reactia de amidare a Z-Ala-Phe-OMe
folosind carbamat de amoniu ca agent nucleofil.

Tehnica de entrapare in sisteme ternare de silani precursori, precum si cea de
entrapare combinata cu adsorbtie a dus la obtinerea unor biocatalizatori cu
activitatea catalitica ridicata in reactia de amidare studiata. Sistemele ternare, in
care compozitia de MeTMOS a fost de 0,3, 0,9 si 1,5 mmoli, au fost superioare din
punct de vedere al activitatii initiale comparativ cu sistemul binar format din
DMDMOS:TMOS (raport molar, 1:1). Cresterea in continuare a densitatii gruparilor
metil (MeTMOS) in reteaua de sol-gel a avut efect nefavorabil asupra vitezei initiale
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de reactie, precum si a productivitatii. Metoda combinatd de entrapare si adsorbtie
este indicata deoarece imobilizarea prin efect dublu, de inchidere a enzimei in retea
si depunere pe suport, reduce pierderile fizice de biocatalizator concomitent cu
mentinerea unei activitati ridicate. Dintre suporturile de adsorbtie, cele mai bune s-
au dovedit a fi cele de tip Celite 545.

Investigarea structurala a preparatelor imobilizate

Imaginile realizate prin microscopia electronica de baleiaj (SEM) cuplata cu
spectrometria de raze X cu dispersie de energie (EDX) s-au obtinut informatii utile
despre microstructura, porozitatea si textura preparatelor enzimatice imobilizate,
precum si evaluarea prezentei elementelor existente in preparatele caracterizate. S-
a observat ca morfologia suprafetei gelului este influentata de natura precursorilor
silanici folositi la imobilizare si de raportul molar al acestora. Cresterea densitatii
gruparilor metil a dus la obtinerea unor structuri formate din blocuri compacte
neregulate, mai putin poroase. Utilizarea metodei combinate de entrapare si
adsorbtie pe Celite 545 a dus la o structura total diferitd de a preparatului enzimatic,
imaginea SEM prezinta zone poroase ce alterneaza cu structuri sub forma de fagure.
Rezultatele analizei cantitative confirma prezenta componentelor utilizate in cursul
procesului de imobilizare si in preparatul rezultat dupa spalare si uscare, ceea ce
dovedeste faptul ca ele raman partial inglobate fizic sau chimic in xerogelul obtinut.

Spectroscopia FTIR este o metoda utilda pentru confirmarea structurii
preparatelor obtinute prin metoda sol-gel si prin metoda coinnaté, prezenta
enzimei fiind demonstratd de banda caracteristica gruparii amidice. In cazul metodei
combinate, gelul format se depune pe suprafata suportului solid, fapt demonstrat de
identitatea spectrelor celor doua preparate enzimatice.

Vizualizarea enzimei in interiorul matricei de sol-gel s-a realizat prin legarea
enzimei de un fluorocrom (izotiocianatul de fluoresceind), entraparea complexului
enzima-FITC si folosirea microscopiei de fluorescentd pentru a localiza enzima in
interiorul matricei de sol-gel. Imaginile de fluorescenta au demonstrat o distributie
uniforma a enzimei in interiorul matricei de sol-gel, indiferent de natura silanilor
precursori utilizati la imobilizare.

Rezultatele obtinute in cadrul studiilor din aceastd teza au constituit subiectul
unui numar de 3 lucrari stiintifice publicate in reviste de specialitate si 4 lucrari
comunicate la manifestari stiintifice din tara si strainatate.
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Figura 1. Curba de cinetica Michaelis-Menten in cazul rectiei de hidroliza a Z-Val-Leu-OBu*
catalizatd de alcalaza-CLEA
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Figura 2. Curba de cinetica Michaelis-Menten in cazul rectiei de hidroliza a Z-Val-Asn-OBu®
catalizatd de alcalaza-CLEA
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Figura 3. Curba de cineticd Michaelis-Menten in cazul rectiei de hidrolizd a Z-Ala-Phe-OBu’*
catalizatd de alcalaza-CLEA

Figura 4. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici
de sol-gel derivate de PrTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 5. Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii PrTMOS:TMOS (raport molar,
1:1)
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Figura 6. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de PrTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 7. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici
de sol-gel derivate de OcTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 8. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de OcTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 9. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici
de sol-gel derivate de PhTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 10. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de PhTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 11. Imaginea SEM a preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici
de sol-gel derivate de i-BuTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 12. Spectrul IR al sol-gelului martor obtinut din precursorii i-BUuTMOS:TMOS (raport
molar, 1:1)
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Figura 13. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de i-BuTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 14. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de VTMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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Figura 15. Spectrul IR al preparatului enzimatic obtinut prin imobilizarea alcalazei in matrici de
sol-gel derivate de MPDMOS:TMOS (raport molar, 1:1)
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