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Biomlalizalori imobiliz.a/i în sinJCIJ unor subslonJe hioac1ive 

ABREVIERI, DENUMIRI DIVERSE 

=aminoetilceluloză 

=rAşini sintetice, schimbătoare de ioni bazice (IRC) şi acide (IRA) - Rohm 

and Haas Company, Philadelphia, Pennsylvania, USA 

=-esterul etilic al N-benzoilargininei 

=serum albumină bovin! 

=carboximetil-cel uloză 

=diciclohexilcarbodiimida: C6H 11 N=C= NC61111 

=dietilaminoetil (-Sephadex, -Sepharoză, -celuloză etc.) 

= CH2SH 
H-C-OH 

HO-C-H 

CH2SH 

= l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimidă: 

(;H5-N=C=N-(CH2) 3-N(CH3}i 

=-acid etilendiamino-tetraacetic: 

<;H2-N(CH2COOH)2 

CHi-N(CH2COOH)2 

Fenazin-metosulfat A =metilsulfat de S-metil-fenaziniu: 

MIT =bromura de 3(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazoliniu: 

PVA 

Sephadex 

7CH3 

CJl,z-\ -(S_,}--CH, 

\;:, 

Br-

=alcool polivinilic 

=gel perlat de dextran, reticulat cu epiclorhidrin4 (Pharmacia Fine 
Chemicals Inc.) 

Scpharoz4 =gel perlat de agaroză, de conccnlraµi diferite: 28, 48, 6B etc. (Pharmacia 
Fine Chcmicals Inc.) 
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Biomtawatori imobilizap in ~ umr subsran/e hioaclive 

=eslerul elilic al Lirozinei 

=Lrihidroximetilamino-metan: (HOCH2)rC-NH2 

=răşină schimbătoare de ioni acidă (colpolimer stiren-divinilbenzen cu grade 

diferite de sulfonare) 
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CUVÂNT ÎNAINTE 

Biocatalizatorii imobilizaţi reprezintă un domeniu modern al Biochimiei, atât în 

cercetare cât şi aplicativ, chiar la scară industrială. Astfel, în industria alimentară şi cea 

farmaceutică, procedeele biochimice înlocuiesc treptat metodele chimice, energofage, 

poluante şi costisitoare. Biosensorii cu enzime imobilizate cunosc de asemenea o răspândire 

din ce în ce mai mare în industrie şi în medicină. 

De suporturile solide insolubile, naturale şi sintetice, pot fi asociate prin diverse tipuri 

de interacţii (legături covalente, ionice, adsobţie fizică etc.) enzime~ celule active, celule 

moarte etc. 

În această carte de lucrări practice sunt tratate în special enzimele imobilizate. 

Faţă de enzimele libere, utilizarea enzimelor imobilizate prezintă avantaje substanţiale, 

cum sunt: enzimele imobilizate pot fi folosite de repetate pot fi folosite de repetate ori 

pentru aceeaşi reacţie în timp ce enzimele libere - doar o singură dată; separarea şi 

purificarea produşilor de reacţie sunt mai uşoare şi mai economice; stabilitatea crescută a 

enzimelor după imobilizare; posibilitatea efectuării unor reacţii multisecvcnţiale şi chiar a 

unor cicluri metabolice complete; reducerea dimensiunilor instalaţiilor şi a poluării 

mediului, scăderea costurilor de producţie etc. 

Pentru o prezentare coerentă, materialul cuprins în lucrare a fost sistematizat în 

concordanţă cu problematica propusă, legată de activitatea de laborator a studen\ilor 

bichimişti care frecventează cursurile de aprofundare (masterat) din Facultatea de Chimie. 

În acelaşi timp, cartea poate fi utilă şi 'în pregătirea practică a celor care vor să se 

iniţieze, dar şi ca material documentar pentru cei care lucrează în problemele de profil. 

Extinderea continuă a procedeelor biotehnologice, analitice şi de cercetare bazate pe 

biocatalizatori imobilizaţi, ne-a determinat să întocmim această carte de lucrări practice, 

având în vedere că până acum la noi în ţară nu s-a mai publicat un astfel de material. 

Ne exprimăm cu anticipaţie recunoştinţa pentru cei care ne vor oferi sugestii, 

observaţii sau critici menite a îmbunătăţi conţinutul prezentei lucrări, în vederea unei 
evenLuale cdi\ii ulterioare. 

Autorii 
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Biocalalizatori imobiliZLJţi în sinteza unor s11hstanJe bioactive 

BIOCATALIZATORI IMOBILIZAŢI ÎN SINTEZA UNOR 

SUBSTANŢE BIOACTIVE 

LTIPURI DE SUPORTURI PENTRU rnoBILIZAREA BIOCATAUZAIDRILOR 
Biocatalizatorii imobilizati pe suporturi insolubile se folosesc astăzi pe scară largă într­

o serie de domenii ca: fabricarea medicamentelor de sinteză şi de semisinteză, industria 

alimentară, cosmetică, determinări biochimice şi analitice, terapie medicală, imunologie, 

_epurarea apelor, aerului şi solului etc. Trecerea de la utilizarea enzimelor native (solubile) la 

aductii obţinuti prin fixarea acestora pe suporturi şi introduşi în bioreactoare a reprezentat o 

adevărată revoluţie în planul dezvoltării bioindustriei, mai economică şi mult mai puţin 

poluantă în comparatie cu industria chimică tradiţională. 

Av,mtajele utilizării imobilizatelor (aductilor, agregatelor) de enzime sunt multiple, în 

comparaţie cu procedeele bazate pe enzime native (libere, solubile): 

-separarea şi purificarea enzimelor din sursele naturale este un proces laborios şi 

costisitor (mai ales în cazul enzimelor intracelulare). De aceea, procesele bazate pe enzimele 

solubile prezintă dezavantajul major al unei unice utilizări, la sîarşitul reactiei enzima fiind 

îndepărtată; 

-dacă produsul de reactie nu este bine purificat, urme d~ enzimă pot declanşa reacţii 

imunologice în cazul în care compusul este folosit pentru obţinerea sau condiţionarea 

materialelor fiziologic-active (medicamente, cosmetice, alimente etc.); 

-procesele bazate pe enzime solubile sunt discontinui; 

-preţul de cost al produşilor obtinuţi astfel este ridicat. 

Dacă însă enzima este imobilizată prin legături fizice sau chimice (covalente) pe un 

suport insolubil în mediul de reacţie, imobilizatul obţinut prezintă avantaje deosebite ca: 

-posibilitatea utilizării aceleiaşi cantităti de enzimă pentru un număr mare ( de 

ordinul zecilor sau sutelor de ori) de reactii de acelaşi Lip; 

-posibilitatea regenerării suportului şi reactivării enzimei; 

-eliminarea etapelor intermediare de izolare şi purificare a produşilor de reacţie, 

ceea ce face ca procesul să devină continuu şi să poată fi automatizat, randamentele fiind 
ridicate; 

-puritatea înaltă a produşilor de reacţie; 

-posibilitatea de a se lucra nu numai cu enzime purificate dar şi cu celule, culturi 
celulare viabile, organite celulare sau extracte celulare hrute imobilizate; 

-scăderea preţului de fabricaţie al unor compuşi cu acţiune hiologică, de importantă 

- I -
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-posibilitatea realizării unor reacţii multisecvenţiale, necesitând un număr marc de 

enzime şi coenzime co-imobilizate a permis reproducerea pe scară industrială, în industria 

alimentară, a unor cicluri metabolice complete ca fermentaţiile. 
Unele dintre cele mai accesibile şi mai des utilizate suporturi pentru imobilizarec1 

biocatalizatorilor (enzime, organite celulare, celule, extracte celulare etc.) sunt cele de lip 

polihidroxilic, atât naturale (polizaharide ca: amidon, amidon modificat, celuloză, celuloză 

modificată, dextrani de tip Sephadex, alginat, k-carageenan, chitosan etc.) cât şi cck 

sintetice (alcool polivinilic, polihidroxialchil-acrilaţi şi -metacrilaţi etc.). 
Aceste materiale pot fi folosite atât pentru imobilizarea fizică a biocatalizatorilr 

(adsorbţie, includere în geluri, encapsulare, fixare pe membrane semipermeabile etc.) cât ~i 

pentru imobilizarea chimică prin legături covalente enzimă-suport. 

Suporturile cu structură polihidroxilică sunt preferate altor materiale (cărbum:, 

ceramică, alumină, silice, nylon, colagen etc.), deoarece sunt uşor de funcţionalizat (activat) 

prin diverse metode care urmăresc introducerea pe suprafaţa lor a unor grupe reactive 

(imidocarbonat, halogen reactiv, duble legături activate etc.), capabile de a fixa covalent 

proteinele. 

În plus, aceste suporturi sunt poroase, uşor de transformat în geluri stabile, insolubile 

în apă şi pot fi condiţionate într-o mare varietate de forme: particule sferice (perle), 

microcapsule, fire şi fibre, membrane, plăci, tuburi, discuri etc., cu care se poate lucra atât în 

instalaţii de laborator cât şi în bioreactoare industriale. Pe de altă parte, dacă suporturile 

. polihidroxilice naturale (în special amidonul şi amidonul modificat) sunt sensibile la 

acţiunea microorganismelor, acest dezavantaj este absent în cazul polimerilor sintetici, mult 

mai puţin biodegradabili în condiţiile de lucru şi de stocare. 

Nu există metode universale de imobilizare pentru fiecare tip de biocatalizatori, 

alegerea suporturilor şi metodelor de fixare făcându-se în urma unor determinări empirice. 

Se aleg acele procedee pentru care activitatea biocatalitică a aducţilor suport-enzimă 

("activitate remanentă") este cât mai apropiată de cea a enzimei native ( considerată 

conveţional a fi 100%) în condiţii similare (substrat, tip de reacţie, parametri de lucru etc.). 

La alegerea suporturilor şi metodelor de imobilizare se iau în calcul: 

-stabilitatea aducţilor la varia\ii de pi I, temperatură, salinitate, timp şi în general în 
• condiţiile în care urmează să fie utilizaţi; 

-posibilitatea de regenerare a suportului şi de reactivare a enzimei după un număr de 
reacţii efectuate cu aductul; 

-factorii economici (accesibilitatea şi costul suportului, reactivilor şi metodelor de 

. imobilizare, stabilitate opcra\ională în timp a aduc\ilor, dimensiunile instala\iilor ele.). 

Polizaharidele rămân cele mai atractive suporturi din punct de vedere economic, al 
acccsihilitătii ~i al hiocompatihililătii lor, fiind prclcralc altor materiale. 
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-Pentru a asigura suporturilor forma sferică, perlată (care oferă suprafaţă maximă de 

contact suport-enzimă şi ulterior aduct-substrat), dimensiuni ale particulelor şi o porozitate 

satisfăcătoare care să reducă la minim efectele împiedicării difuziei externe (Nemst) şi 

interne ale substratului şi produsului de reactie la şi de la centrii activi ai biocatalizatorului, 

materialele suport se supun mai întâi operatiei de perlare. 
Particulelor perfect sferice şi insolubile astfel obtinute pot fi utilizate atât în instalaţiile 

de laborator cât şi în bioreactoare de tip coloană (cu pat compact sau fluidizat), de tip 

"batch" (vas cu agitare) ca şi în cromatografia de afinitate (afină), pentru purificarea sau 

izolarea unor compuşi biologic-activi (enzime şi alte proteine, inhibitori enzimatici, 

anticorpi şi antigene etc.). 

În cele ce urmează se vor descrie câteva exemple de perlare şi activare a suporturilor 

polihidroxilice. 

1.1.Perlarea agarozel st alcoolului pollvtnilic 
Pentru obtinerea unor particule sferice de gel-suport se utilizează metoda precipitării 

prin schimbarea solventului: 

A.Obtinerea unui gel perlat de agaroză 6% (de tip Sepharoză 6B) 

Materiale necesare: 
-agaroză 

-toluen 

-CC14 

18g; 

450ml; 

150ml; 

-emulgator de tip "apă în ulei" (stearat de calciu, o sare de amoniu cuaternar etc. 

1-2g sau nonilfenol polietoxilat cu 4 moli de etilenoxid 3-4ml); 
-eter etilic 500ml. 

Mod de lucru: 
Într-un balon de 750ml prevăzut cu agitator mecanic (ancoră) se dizolvă, la cald, pe 

baie de apă şi sub o bună agitare, 18g agaroză în 300ml apă distilată ("faza apoasă'). 

Separat, într-un balon de I 000ml cu trei gâturi, prevăzut cu agitator mecanic şi 

refrigerent ascendent, se omugenizează prin agitare 450ml toluen şi 150ml tetraclorură de 

carbon. Amestecul obţinut se încălzeşte pe o baie de apă, până la 50-55°C ("faza organică'). 

••Faza apoasă" se răceşte sub agitare la 5D°C, după care se adaugă în jet continuu la 

"faza organică" încălzită. Pentru stabilizarea emulsiei formate se adaugă la aceasta din urmă 
I-2g stearal de calciu sau alt emulgator solid dizolvat într-o cantitate minimă de amestec 
toluen-CCl4 (3: I v/v) sau 3-4ml emulgator lichid. 

După 2-3 minute de agitare, emulsia se răceşte într-o baie de apă cu gheaţă, sub 
agitare, până la solidificarea perlelor de gel (5-8 minute). 
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Agitarea emulsiei nu trebuie să fie nici prea energică, nici prea îndelungată pentru a nu 

provoca spargerea perlelor şi obţinerea unor particule de dimensiuni foarte mici care se pot 
tasa {compacta) uşor în reactoarele-coloană. Din acelaşi motiv nu se vor utiliza agitatoare cu 

lame care pot tăia perlele de agaroză. 
Gelul perlat se separă prin filtrare pe o pâlnie cu masă filtrantă şi se spală pe pâlnie de 

5 ori cu câte 100ml eter etilic (pentru îndepărtarea "fazei organice') şi apoi cu 200-300ml 
apă distilată. Resturile de e1er etilic se îndepărtează prin încălzirea moderată a suportului 
perlat, într-un exicator, la vid, la 30-37°C. Gelul perlat se examinează la microscop. Se 

păstrează în apă distilată. 

B.Cernerea selectivă a gelului perlat de agaroză 
Perlele de gel obţinule după procedeul descris anterior nu au toate acelaşi diametru. 

Pentru a le separa în funcţit- de mărimea lor, se poate proceda (grosier) la plasarea perlelor 
într-un cilindru gradat, urmată de decantări succesive, la anumite intervale de timp necesare 

sedimentării lor. 
O metodă mai eficace este sortarea prin cernere pe site metalice cu ochiuri de mărimi 

diferite. În tabelul nr. I este indicată o baterie de patru site cu ochiuri de diverse dimensiuni 

medii. 

Tabelul nr. I 

Baterie de site pentro sortarea a 370ml de gel perlat de agaroză 

Sita nr. 
Dimensiunile ochiurilor sitei ml agaroză 

mesh oerlată obtinută mm 
I 0,8 10-20 2, 1 
2 0,5 20-35 325 
3 0,31 35-50 29 
4 0,16 50-100 13 

Cernerea se începe de la sita cu ochiurile cele mai mari, antrenând perlele de gel cu un 
jet de apă (nu prea puternic) de la robinet, urmând apoi cernerea pe celelate site, cu ochiuri 
de dimensiuni descrescătoare. 

Observaţie: in mod similar se pot obţine gelurile perlate de agaroză 2%, reducând 
proporţional cantităţile de materii prime folosite. 

1.2.Rctlcularca suporturilor pollhldroxlllce (agaroză, amidon, alcool 
pollylnlllc etc.) 

Reticularea macromoleculelor lineare de suport arc ca scop transformarea lor într-o 
specie moleculară cu structură tridimensională, insolubilă în apă chiar la cald ~i cu p 
rc;istcn\ă mcrnnid\ mtirilă. 

- 4 -

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



B(ocatali?.Qtori imobiliza/i !n ~ unor substmr/e bioaclNe 

Agentii de reticulare sunt în general compuşi di- sau polifuncţionali, capabili să lege 

încrucişat doua sau mai multe lanţuri macromoleculare lineare. 

Un agent bifuncţional foarte reactiv şi accesibil din punct de vedere economic este 

epiclorhidrina CH2 - CH - CH2Cl , care reacţionează simultan (la pH slab alcalin) cu 
'o,..... 

grupele - OH aflate pe două molecule paralele de agaroză (figura nr. I). 

DupA cum se observi din figura nr. I, agaroza, alcătuită din resturi de 3, 6 - anhidro -

L - galactoză şi D - galactoză, reactioneazA cu epiclorhichina prin intermediul grupelor -

OH primare din moleculă, conducând la un reticulat insolubil în apă la fierbere şi cu bune 
propriellţi reologice. 

Figura nr.I 

Reticularea agarozei cu epiclorhidrină 

"2 
CHOH 

t 
5:r 

--~ AH" 

I 
I 

0--

Mecanismul schilat in figura nr.2 este valabil pentru reticularea tuturor suporturilor 
polihidroxilicc. 
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Figura nr.2 

Mecanismul reticulării suporturilor polihidroxilice cu epiclorhidrină 

Materiale necesare: 
-gel perlat depus de agaroză 100ml; 

-NaOHSN 40ml; 

-epiclorhidrină 3ml (0,38 moli) - 3,54g; 

Mod de lucru: 

Varianta A 
Într-un pahar Berzelius plasat pe o baie de gheata, se introduc l 00ml gel perlat, depus, 

de agaroză (cu dimensiunea medie a particulelor de 35-50 mesh), tras la trompă în prealabil, 

pentru îndepărtarea apei. 
Peste gel, se adaugă treptat, prin omogenizare cu o baghetA, 40ml NaOH 5N, astfel ca 

. temperatura amestecului de reacti.e să nu depAşească 2-3°C. 

După o omogenizare de :::: 30 min. se adaug! treptat, în picături şi sub agitare, 3ml 

epiclorhidrină. 

După terminarea adăugării, se lasă amestecul pe baia de gheată timp de 30 minute, sub 

agitare ocazională. Apoi, paharul acoperit cu o sticlă de ceas se plaseazA pe o baie de ap A şi 

se înclllzeşte la 45-50°C, sub agitare, timp de 60 minute. Pentru definitivarea reacţiei, se 

continuă încălzirea încă 120 minute la 80-85°C. 

După trecerea acestui timp, amestecul de reacţie se suspendA în 800-1000ml apa 

distilată şi se lasll în repaus 24 de ore. 

in mod similar se reticulează şi amidonul granulat. 

A doua zi, se decantează supematantul şi se spală particulele de gel cu apA distilat!, la 

trompA, pe o pâlnie cu masA filtrant!, până la reacţia neutră a apei de spAlare. 

Varianta B 

Pentru a evidenţia influenta cantiUl\ii de agent de reticulare asupra gradului de 
agregare a gelului-suport, cantitatea iniţială de gel perlat depus şi tratat cu NaOH 5N la rece 

timp de 30 min. (ca în varianta A), se împarte în trei părţi egale, folosind trei eprubete 
gradate. 
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Se continui apoi modul de lucru ca la varianta A, adăugând în cele trei eprubete 

cantill\i crescAtoare de epiclorhidrină (1, 2, 3 ml). După prelucrarea reticulatelor în modul 

descris la varianta A, acestea se lasă în repaus timp de câteva zile, pentru a se observa 

modul diferit de gonflare a gelului, prin citirea volumului ocupat de acesta în fiecare dintre 

eprubete. 
Reticularea gelurilor-suport nu trebuie să fie prea avansată, gradul înalt de agregare 

conducând la reţele tridimensionale foarte strânse, în interstiţiile ci1rora accesul 

biocatalizatorilor şi al substratclor voluminoase fiind redus drastic. 

IJ.Dctermlnarea unor parametri caracteristici al gelurilor-suporturi 
Atât pentru utilizarea lor în laborator cât şi în bioreactoare, gelurile perlate trebuie să 

indeplineascl o serie de condiţii specifice, legate de: capacitatea de a reţine apa, 

posibilitatea do gonflare, de compactare etc. 

I.J.1.Dotermlnarea umidităţii suportului 
Suporturile macromoleculare modificate sau nu, care conţin grupe nucleofile ca - NH2 

sau -COOH, capabile sA reţină apa prin intermediul legăturilor de hidrogen sunt în genera.I 

polizaharide modificate, cu caracter de schimbători de ioni. Cunoaşterea conţinutului în 

wniditate al acestor suporturi este importantă pentru operarea corectiilor necesare în cazul 

dozl.rii grupelor - COOH şi - NH2 libere, capabile să lege moleculele de proteine. 

Modtleb,cru: 
Se cântlrqte aprox. I g suport care se usucă pe o sticlă de ceas în etuvă, I O ore, la 

60°C. Conţinutul în umiditate este dat de relaţia: 

%umiditate = !!_ • I 00 , în care: 
a 

a= cantitatea de suport luată pentru detcreminare (în g), 

b= cantitatea de suport după uscare (în g). 

I.J.l.Determlnarea capacităţii de îmbibare 

Suporturile insolubile pot retine apa prin legături de hidrogen, capacitatea lor de 

îmbibare fiind legatA de lipul şi numărul de grupe hidrofile (- OH, - COOH, - NH2 etc.) de 
pc suprafaţA. 

Cum majoritatea reacţiilor enzimatice au loc în mediu apos, capacitatea de îmbibare a 

suportului este un parametru important pentru proiectarea instalaţiilor în care se lucrea:tă cu 
1tscmcnea suporturi. 

Practic, capacitatea de îmhihare reproinlă canlitalca de apă rc\inută de I g supon 
llSl'a\. 

. 7. 
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Mod de lucru: 
lnţr-un pahar Berzelius de 100ml se introduc: lg suport uscat peste noapte (vezi 

detenninarea de la paragraful 1.3.1.) şi 50ml apă distilată. 
După o şedere de 24 de ore la temperatura camerei, produsul se trece cantitativ într.;.un 

cartuş filtrant tarat şi se centrifughează 30 min. la o turaţie mică, după care se cântăreşte 

cartuşul cu gelul centrifugat. 
Într-o altă variantă, gelul se :filtrează la trompă pe o pâlnie co masa filtranta tarată. 
Diferenţa de greutate dintre cartuşul filtrant cu gel (sau pâlnie filtrantl cu gel) şi 

cartuşul sau pâlnia goale reprezintă masa (b) a suportului îmbibat cu apă. 

Capacitatea de îmbibare ("Water regain") se determina prin relaţia: 

Water regain (g) = b-a, în care: 

a= l g suport luat în lucru, 

b= masa suportului îmbibat (în g). 

1.3.l. Volumul de umflare (gonflare) 
Mod de lucru: 
Într-un pahar Berzelius se introduce lg suport uscat în prealabil (ca la paragraful 

1.3.1.) peste care se toarnă 50ml apă distilată. Dupii un repaus de 24 ore la temperatura ,. 
camerei, se transferă gelul gonflat într-un cilindru gradat. Se lasA sA se sedimenteze timp de 

o oră, după care se citeşte volumul ocupat de suportul îmbibat. 

1.3.4. Viteza de curgere prin coloană 

Viteza de curgere liniară a unui volum dat de apă printr-un pat de gel-suport elite un 

parametru deosebit de important la proiectarea biorectoarelor cu pat compact, de tip 

coloană, la care se cere o alimentare continua cu soluţie de substrat, astfel încât reacţia 

enzimatică să decurgă cu o viteză satisfăcătoare. 

O traversare prea rapidă a patului de biocatalizator imobilizat de cltre solutia 

substratului face ca reacţia enzimatică să decurgă incomplet, parte din substrat rlmânând 

nereacţionat. Pe de altă parte, factorii difuzionali legaţi de fonna, mărimea şi porozitatea 
imobilizatului pot determina o compactare a gelului, ceea ce duce la încetinirea şi chiar 

stoparea scurgerii soluţiei de substrat prin coloana-reactor, producându-se t~treruperea 
reacţiei. 

Mod de lucru: 

Într-o coloană de sticlă cu diametrul de 1cm şi lungimea de aprox.75cm, ·închisl la 
partea inferioară cu o frită de sticlă sau cu un dop din vată minerali, se introduce o cantitate 
de suport gonflat (ca la paragraful 1.3.3.), corespunzătoare formarii unui pat de gel de 10cm 
inlll\imc. 
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Se aplici la partea superioară a coloanei un strat de apă distilata de 50cm înălţime, 

mAsurându-se debitul de scurgere (volumul apei scurse) la intervale egale de timp (1,5 sau 

to min.), în funcţie de viteza cu care apa traversează patul de gel. Rezultatele se vor trece 

lntr-un tabel cu următoarele coloane: tipul de suport; timpul de scurgere; volumul de 

scurgere Ia intervale de timp; volumul total de apă distilată scurs. 

Uri gel-suport cu proprietăţi satisfăcătoare trebuie să prezinte o viteză de scurgere de 
. . 

cel puţin 0,3-1 ml/min. 

Obscrvatii: 
J )Pentru a se face o comparaţie între propriet4ţiJe aceluiaşi gel perlat sau granulat, se 

pot face determinări în paralel, cu două coloane. Comparaţia va fi întotdeauna în favoarea 

gelului perlat, la care posibilitatea tfl.sării (compactării) e~te mult mai miel!. 

2)Gelurile pentru care viteza de scurgere este nesatisfăcătoare (mult mai mică sau mult 

mai mare decât 0,3-lml/min.) pot fi reticulate cu epiclorhidrin4 (vezi paragraful 1.2.). 

Suporturile reticulate şi gonflate vor fi apoi din nou_ supuse determinării după modul de 

lucru descris. 

Rezultatele pot arăta, în unele cazuri (agaroza, DEAE-Sephadex etc.) o îmbunătăţire 

substanţială a vitezei de scurgere care devine satisfficAtoare. În alte cazuri (chitină), 
reticularea nu conduce la o modificare semniţicativă a acestui parametru. 

În fine, alte suporturi reticulate (CMC, alcool polivinilic etc.) nu se mai tasează în 

coloană, dar vitezele de scurgere rămân în afara limitelor admise. 

1.4.Actlyarea suporturilor pollhldroxlllce 

Pentru imobilizarea biocatalizatorilor prin legare covalentă de suport este necesară o 

preactivare a suporturilor polihidroxilice (polizaharide, alcool polivinilic, sticlă poroasă 

etc.), în care grupele - OH nu sunt suficient de reactive pentru a reacţiona direct cu grupele 

functionale libere din moleculele proteinelor. 

Etapa de preactivare se bazează pe posibilitatea grupelor - OH de a se transforma, în 

umu1 unor reacţii chimice, în grupe cu reactivitate crescuta (imidocarbonat, duble legături 

activate, halogen reactiv etc.) capabile de a reacţiona cu proteinele fie direct, fie prin 
intcnnediul unui brat lateral ("spacer"). 

Spaccrul arc rolul de a reduce împiedicările sterice care pot apărea în imediata 

vecinătate a suportului (mai ales în cazul substratelor şi produşilor macromoleculari) ca şi 

de 11 evita efectele unor interacţii electrostatice nedorite ale unor grupe polare din 
miernvecinătutca enzimei fixată direct pc suport. 

Astfel, în lipsa unui "spacer" care să îndepărteze enzima de suprafa\a suportului pol 
apare intcrac\ii nedorite, mai ales la enzimele active fa\ă de suhstrale macromoleculare 
(proteaze, amilaze, nucleate eh.:.). 
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De asemenea, dacă imob,ltzatul urmează să fie utilizat în cromatografia afină, este <.h.: 

preferat ca biocatalizatorul să fie legat la o oarecare distanţă de suprafaţa suportului, mai 

ales când tehnica cromat.)grafici'l urmăreşte izolarea unor parteneri afini cu masă m,1lcculară 

marc (acizi nucleici, inhih1tori naturali ai enzimelor etc.), în aceste ca.luri factorul steri~ 

fiind esenţial. 
Rezumând, etapele prin,:ipale ale imobilizării biocatalizatorilor pe un suport 

polihidroxilic vor fi: 

a)perlarea suportului; 

b )reticularea suportului; 

c)activarea grupelor - OH; 

d)introducerea unui „spacer" cu o grupă reactivă liberă (etapă nu întotdeauna 

obligatorie); 

e)imobilizarea covalentă a c11Z1mei în urma reacţiei dintre grupele reactive alt! 

suportului activat şi grupele libere din moleculele biocatalizatorului (- NH2, - OH alcool sau 

fenolic, - COOH, - SH, nuclee aromatice sau heterociclice). 

În urnele cazuri este necesară şi o preactivare a biocatalizatorului, care precede 

etapa e). 

1.4.1.Actlvarea agarozei cu bromclan 

Suporturile polihidroxilice reacţionează cu bromcianul cu formarea grupei 

imidocarbonat (1) care poate lega cu uşurinţă biocatalizatorii cu un conJinut ridicat de grupe 

- NH1 (enzime, membrane celulare etc.). 

}-oH 

~OH 

BrCN 

O parte din suport suferă o reticulare: 

}-o-CONH2 

~OH 
carbonat (inactiv) 

}-o,C=NH 
~o/ 

imidocarbonal activ (I) 

- .. ~o-n-o{ (2) 

Nil 

Atât imidocarhnnatul (I) cât şi reticulatul (2) reactionează cu grupele -- NI 1
2 

libere ale 
hi11catulizalorului, conducând la acelaşi imohilizal (3 ): 

- 111. 
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E=enzimă 

Proprietătile aductului (3) depind atât de conditiile reacţiei de cuplare cu enzi~a, cât şi 

de rearanjările moleculare care pot surveni în cazul stocării îndelungate a imobilizatului. 

Un grad mai avansat de legare (prin mai multe puncte) între enzimă şi suport conduce 

la creşterea stabilitătii operaţionale a aductului în comparaţie cu cel cu un singur punct de 

legătură. De aceea, un gel de imidocarbonat înalt substituit va putea fi folosit la imobilizarea 

enzimelor cu activitate scăzută. 

A.Activarea agarozei (gel 6%) 

Materiale şi aparatură necesare: 

-gel depus de agaroză perlată şi reticulată (6%) cu dimensiuni ale particulelor de 

35-50 mesh 30ml; 

-BrCN 0,5g; 

-NaOH 2N; 

-NaHCO3 0,IN; 

-pi-I-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 

30ml gel depus de agaroză perlată (6%) şi reticulată, se suspendă în 25ml apă distilată, 

sub agitare magnetică, într-un pahar Berzelius de 100ml. 

Separat se pregăteşte o soluţie formată din 0,5g BrCN în 20ml apă distilată (Aten\ie! 
Se va lucra într-o nişă cu tiraj hun, RrCN fiind foarte toxic). 

Solu\ia de BrCN se adaugă, sub agitare, la suspensia de agaroză. Agitarea se continuă 

8-1 0min., ajustând pi I-ul mediului de rcac\ic cu NaOI I 2N, la I 0-11, prin titrare 

polcn\iomctrică. Gelul formal se filtrează la trompă şi se spală pc pâlnie cu 500ml apă răcită 
cu ghea\ă. 

Produsul obţinut se foloseşte imediat la imobilizarea enzimelor sau pentru introducerea 
Jc hraţe laterale ("spaccr"). 

< >hscrvatie: În locul agam/ei perl ale şi rcticulatc se poate folosi alcoolul polivinilic 
pl·rlat şt rctiwlat cu cpiclohidrină. mPdul de lucru liind acelaşi. 

11 
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A.Activarea Sepharozei 48 cu ArCN 
în funcţie de scopurile în care urmează a fi folosit imobilizatul, se alege una dintre 

următoarele variante. 

Varianta 1 ° 

Materiale şi aparatură necesare: 

-Sepharoză 48 perlată (gel depus); 

-NaOH 2M; 

-8rCN; 

-NaHCO3 0,IM; 

-pH-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
O cantitate de Sepharoză 48 perlată (gel depus) se suspendă în apă distilată (astfel ca 

gelul format să corespundă unei concentraţii de 20mg Sepharoza/ml apă) şi se lasă în repaus 

25h. După scurgerea acestui timp, se transferă gelul umectat într-un vas de reacţie (pahar 

8erzelius), prevăzut cu agitator magnetic, un electrod mixt de pH cufundat în masa gelului 

şi conectat la un pH-metru şi o biuretă de titrare umplută cu soluţie de NaOH 2M. 

Se începe agitarea şi se adugă treptat, prin picurare, o soluţie formată dintr-o cantitate 

de 8rCN egală (în greutate) cu cea de gel iniţial luat în lucru (Sepharoza 4B perlată) 

dizolvat în apă distilată, astfel ca soluţia să aibă o concentraţie de 25mg BrCN/ml apă. 

Se ajustează pH-ul la 11 prin titrare cu NaOH 2M, timp de I O min. Gelul activat se 

filtrează la presiune redusă şi ·se spală pe pâlnie, în ordine, cu: 200ml api distilatâ rece şi cu 

100ml soluţie NaHCO3 0,IM răcită. 

Gelul astfel activat se utilizează pentru imobilizarea inhibitorului de tripsină din fasole 

soia, sau pentru co-imobilizarea enzimelor: malat-dehidrogenază; citrat-sintetază şi lactat­
dehidrogenază. 

Varianta 2° 

Se utilizează pentru obţinerea unui gel activat, cu grad înalt de substitupe. 

Materiale necesare: 

-Sepharoză 48 perlată (gel depus); 

-tampon fosfat de potasiu 2M (pH=12,l) şi 5M (pH=l2,l); 
-8rCN; 

-acetonitril. 

Mod de lucru: 

Sepharoza 48 este spălată cu un tampon fosfat de potasiu 2M (pH=12,l) şi filtratll la 
trompă, pc o pâlnie cu masă filtrantă. 

Apoi, la fiecare IOg gel se adaugă câte 10ml tampon-fosfat de potasiu 5M (pH=l2,l) 

şi câte 20ml apă distilată. Se agită într-un pahar Berzelius prevăzut cu agitare magnetică. 

- 12 -
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La suspensia astfel formată se adaugă în picături, sub agitare moderată, o soluţie 

apoasa de BrCN (IOOmg/ml apă distilată). Cantitatea de BrCN este egală cu cea de gel 

inilial luat în lucru (Sepharoză 4B perlată). 
în cazul în care BrCN comercial este greu solubil în apă, se poate dizolva în acetonitril 

(2g BrCN/ml acetonitril). Adăugarea soluţiei de BrCN durează 2 min., timp în care 

temperatura amestecului de reacţie se menţine la 5-1 OOC prin răcire exterioară, într-o baie de 

apă cu gheaţă. 
După terminarea adăugării, se continull agitarea la rece. încll 1 O min., pentru 

definitivarea reacţiei. 

Gelul activat se filtrează la presiune redusă pe o pâlnie cu masă filtrantll .. şi se spală pe 

pâlnie cu apll distilată rece. Se foloseşte imediat pentru imobilizare; se poate păstra la 

frigider câteva zile, dar este de preferat să fie utilizat imediat. 

Pentru obţinerea unui gel cu grad mare de activare se lucrează în acelaşi fel, utilizând 

cantităţi mai mari de BrCN (20mg BrCN/ml apă). 

Preparatele comerciale se agaroză activat! pot fi păstrate la rece (în frigider) în stare 

uscată, fiind stabile perioade mai mari de timp. 

1.4.1.1.Introducere de braţe amino-terminale pe 1uporturlle hldroIIUce 
activate cu BrCN 

în scopul fixilrii pe macromoleculele de suport polihidroxilic activat cu BrCN a unui 

.. spacer" cu grupe NH2 terminale, reactive, se folosesc diaminele alifatice ca: 1,4-
tetrametilen-diaminll (putresceina) şi 1,5-pentametilen-diamina (cadaverina): 

~o, 
~

O
/C=NH + H2N-(CH2)n•NH 2 

n=4,5 

Derivatul (4) astfel obţinut va putea fi folosit la imobilizarea enzimelor fie direct, prin 

intermediul grupelor -COOH libere ale biocatalizatorului (5), fie prin co-reticularea mixta 

cu gluturaldehidl între suportul activat cu grupe -NH2 terminale şi enzimele cu grupe -Nl-12 

lihere (6): 

ncc„ţ0'c=N-(Cl{.,) -NH-t'--~ 
o/ .11 ~ 

(5) 

11 
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Reticularr" cu formare de grupe azometin (baze Schifl). 

a)Reactia cu putresceină 

Materiale necesare: 
-gel depus de agaroză (sau alcool polivinilic) reticulat cu epiclorhidrină şi activat 

cu BrCN 25ml; 

-putresceinl lg (1,14ml); 

-HCI 6N; 

-NaCl O,SM; 
-glutaraldehidl (Atenţiei toxicii). 

Mod de lucru: 
Într-o capsulă taratl şi plasat! într-o nişl cu tiraj bun, se introduc 25ml gel depus de 

agarozA sau de alcool polivinilic reticulat cu epiclorhidrinl şi activat cu BrCN şi se tratează 

cu o soluţie format! prin dizolvarea a lg putresceinl în 15ml api distilat&. Se ajusteazl pH­

ul soluţiei cu HCI 6N la 9,5-1 O,S şi se agit! amestecul, pentru omogenizare, cu o baghetl de 

sticli. Se acoperii capsula şi se lasA în repaus 12 ore la temperatura camerei; după care 

produsul format se filtreazA la presiune redusl pe o pâlnie Buchner şi se spall pe pâlnie, 

alternativ, cu apA distilat! şi cu o soluţie de NaCl O,SM, pârli la indeplrtarea complet& a 
putresceinei nereacţionate (reacţie negativi cu câteva piclturi de glutaraldehidl a apei de 

spAlare. Lipsa aminei se depistează prin dispariţia culorii galbene a bazei Schiff formali cu 
glutaraldehida). 

ln gelul astfel obţinut se determin! cantitatea de grupe -NH2 introduse (vezi pag.16) . 
•. 

b )Condensarea cu cada verină 

Materiale necesare: 
-gel depus de Sepharozl 48 perlată şi activată cu BrCN lg; 
-cadaverinli 1,5g (1,63ml); 
-HCI 6N; 

-NaCI 0,5N: 

-glutaraldchiJă; 

-tampon-fosfat de potasiu O, IM (pi 1=6,9); 

-rcadiv Schill. 

- 14 -
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Mod de lucru: 
• 

într-o capsull pluatl într-o nişl cu tiraj bun se introduce I g gel depus de Sepharoză 
4B perlatl şi activatl cu BrCN, care se tratează, prin amestecare cu o baghetă, cu 1,5g 
cadaverinl dizolvatl într-o cantitate minimi de apă distilată. 

Se ajlllteazl pH-ul mediului la 8,5 cu o soluţie de HCI 6N, sub agitare cu bagheta. Se 
acoperi capsula ti se lui în repaus 12 ore la temperatura camerei. Produsul reacţiei se 
flltreazA la presiune redllll şi se spall pe pâlnie, alternativ, cu api distilată şi cu o soluţie 
apoasl de NaCl 0,5N, plnl la reacţia negativi a apei de spAlare cu reactiv Schiff. 

Gelul 1e transferi apoi într-un pahar în care se adaugi 20ml soluţie tampon-fosfat de 
potasiu 0,1 M (pH-6,9), care conţine 4% (în volume) glutaraldehidă. Se agită amestecul de 
reacţie timp de ,4 ore la temperatura camerei (aprox. 25°C). Gelul condensat se filtrează la 
presiune red111I ti so ■pali bine cu api distilat! pentru îndepArtarea glutaraldehidei 
nereacţionate (roaQtfe noaativl cu reactiv Schiff a_ apei de spălare sau reacţie Fehling 
negativi). 

ln urma aoestoi condenslri, una dintre cele douA grupe CHO ale glutaraldehidei a 
recţionat cu ifUpa -NH2 de pe suportul activat (formând o azometinl sau bază Schifl), cea 
de a doua grupl CHO rlmlnAnd liberi pentru fixarea enzimelor (pag.14). 

Gelul activat astfel obţinut se foloseşte la co-imobilizarea unor enzime 
multisecvenţialo (malat dehidrogenaza- citrat sintetaza-lactat dehidrogenaza). 

ObspryQlii; 
I )Reacţia. Schitî este caracteristici aldehidelor şi const! în recolorarea reactiwlui 

SchitT (1oluţie do fuc1inl decoloratl cu S02) la contactul cu grupa - CHO. 
Se refaoe'structura chinoidicl a fucsinei, proba colorându-se în roşu-violet: 

Colorat (roşu-violet) 
in func\ie de reac\ionabilitatea aldehidelor testate, colora\ia apare la temperatura 

cwncrci imediat sau după un repaus de 5-15 min. 

- I S -
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Reactivul Schiff se prepară astfel: se dizolvă 0,2g fucsină în 200ml apă distilată şi se 

adaugă 2g bisulfit de sodiu în 2ml HCI concentrat. Decolorarea soluţiei de fucsină tic poale 

face şi prin barbotarea SO2 (se evită excesul de SO2 care micşorează sensibilitatea 

reactivului). 
Reactivul se prepară cu câteva zile înainte de întrebuinţare; se păstrează la întuneric, 

într-o sticlă brună bine închisă. 

Identificarea aldehidelor 

Într-o eprubetă se toarnă I ml reactiv Schiff, peste care se adaugă l-2ml soluţie de 

aldehidă în etanol sau apă. La începui amestecul se colorează în roşu-albăstrui; prin 

adăugarea a 0,5ml HCI conc. culoarea virează la albastru-violet. 

2)Modul de prepararea a reactivului Fehling şi reacţia Fehling sunt descrise la pag.37. 

c)Determinarea conţinutului în grupe -NH2 dintr-un suport 

Dozarea grupelor -NH2 din suporturile activate sau nu (chitosan, DEAE-celuloză, 

DEAE-Sephadex, suporturi polihidroxilice activate cu diamine alifatice etc.) este foarte 

importantă, de numărul acestora depinzând atât natura cât şi cantitatea de enzimă utilizată în 

etapa imobilizării. 

Se folosesc în general două metode: 

-titrarea cu HCI (aplicabilă în toate cazurile); 

-determinarea conţinutului în azot al suportului (dacă suportul nu a fost activat în 
prealabil cu BrCN). 

Titrarea potenţiometrică 

Materiale şi aparatură necesare: 
-gel depus de suport cu grupe NH2 

-NaOH 0,5N 

-NaCI IM; 

-I-ICI 0,lN; 

10ml; 

50ml; 

-pi-I-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius de 150-200ml se introduc 10ml gel depus de agaroză sau 

alcool polivinilic activat, cu braţe -NH2 terminale, sau alte suporturi cu grupe NH2 libere, 

ca: chitosan sau schimbători de ioni cationici (AE-celuloză, DEAE-celuloză, DEAE­

Scphadcx, DEAE-Sepharoză etc.) şi 50ml soluţie NaOH 0,5N. Se amestecă bine cu o 

baghetă, după care se filtrează gelul la presiune redusă şi se spală pc pâlnie cu apă distilată 

până Ia pi I neutru. Gelul astfel neutralizat se trece rantilativ într-un vas de titrare prevăzut 

cu agitator magnetic, în care se introduc şi 25ml soluţie NaCI IM. Se titrează cu I ICI O, I N 
până la pi 1==3,0 (se ulili:tează un pi I-metru cu electrod mixt). 

- I (1 -
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Se traseazA o curbă de titrare potenţiomctică asemănătoare cu cea din figura nr.3: 

pH 

14 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

Figura nr.3 

Curba titrării potenţiometrice a unui gel de DEAE-Sephadex 

---------------------------~----

5 10 15 20 25 30 35 ml HCl OJN 

Conţinutul în grupe NH2 se exprimă în µmoli/ml gel. În cazul exemplificat în figura 

nr.3, acesta este de 280 µmoli/ml gel. 

1.4.1.l.Introducerea de braţe carboxt-termlnale pe suporturile pollhidroi:llice 
activate 

Reactivul uzual pentru introducerea unui '"spacer" cu grupa --COOH terminală este 

acidul 6-aminocaproic: 

Suportul activat asfel (7) poale fixa enzimele, fie prin condensare directă în prezenţa 

unei carbodiimide (8), fie prin activare intermediară la azidă (9), urmată de cuplarea cu 
enzimă ( 10): 
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HN02., ~O' C=N-((. '.li l--(,-70 }-o/ 2, '--N3 

(9) 

azidă 

a)lntroducerea "spacer"-ului -COOH 

Materiale necesare: 
-gel depus de agaroză perlată sau alcool polivinilic perlat, reticulat şi activat cu 

BrCN 25ml; 

-acid e-aminocaproic 2g; 

-NaHCO3 0,IN; 

-NaCl 0,5M. 

Mod de lucru: 
Într-o capsulă tarată se introduc 25ml gel depus de agaroză sau PVA (alcool 

polivinilic) perlat, reticulat cu epiclohidrină şi activat cu BrCN, peste care se· adaugă o 

soluţie formată din 2g acid e-aminocaproic în 15-20ml NaHCO3 0,IN. Se omogenizează 

bine amestecul cu o baghetă, se acoperă capsula şi se lasă în repaus peste noapte, la 

temperatura camerei, pentru definitivarea reac\iei (la nişă). 

După aprox. 12 ore de repaus, produsul de reacţie se filtrează pe o pâlnie Biichner şi se 

spală alternativ, pe pâlnie, cu apă distilată şi NaCl 0,5M, până la îndepărtarea totală a 

acidului nereacţionat (pH neutru în apa de spălare). 

b}Dctcrminarea continutului în grupe -COOH prin titrare potenţiometrică 

Metoda este aplicată pentru dozarea grupelor -COOII nu numai din suporturile 

activate cu grupe carboxil terminale utilizate la fixarea enzimelor prin legături rnvaknle, 

Jar ~i la srhimhătorii de ioni anionici pentru imohilizarea hiocatalizalorilor prin legături 

ionice, Jipolare (exemplu: CM('). 
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Materiale şi aparatură nece.'iare: 

-gel depus de agaroză sau PV A activat cu braţe laterale prevăzute cu grupă COOH 

terminală (obţinut după metoda descrisă anterior) sau CMC 10ml; 

-HCI O, 1 N 50ml; 

-NaCl IM; 

-NaOH 0,IN; 

-pH-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
Într-un pahar Berzelius de 150ml se introduc I 0ml gel de analizat şi se amestecă cu 

50ml HCI 0,lN, prin agitare cu o baghetă. Gelul neutralizat se filtrează la presiune redusă. 

pe o pâlnie cu masă filtrantă şi se spală cu apă distilată până la pH neutru, după care se 

transferă cantitativ În vasul de titrare şi se amestecă prin agitare magnetică cu 25ml soluţie 

NaCl 1 M. Se introduce electrodul mixt În masa de reacţie şi se titrează cu NaOH O, J N sub 

agitare magnetică, până la pH=l0,0. Citirile se trec într-un sistem de coordonate ca în figura 

nr.4. 

pH 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

Figura nr.4 

Curba titrării potenJiometrice a unui gel de CMC 

-----------------=.-=-r---

0,2 0,4 0,6 0,8 1 ml N=iOH OJN 
Din curba de titrare potenţiometrică (fig.4) se observă că, în cazul dat, conţinutul în 

grupe -COOH al unui gel de CMC este de 36µmoli/ml gel. 

1.4.2.Actlvarea suporturilor pollhldroxllice cu p-chlnonă 

Suporturile macromoleculare polihidroxilicc se pot tlmcţionaliza prin introducerea de 

grupe vinilice activate, datorită vccinătă\ii unor suhstituen\i cu efect -I ( ;C=O sau )sn~ ). 
Astfel de agen\i de adivare pot li: 
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/J 
-divinilcetona: CH2=CH-C-CH=C~ 

-p-chinone ca benzochinona: 6 
î o 

\ 

-divinilsulfona: CH2=CH-f-CH=CH2etc. 

o 
Benzochinona, un agent de activare foarte reactiv şi relativ accesibil, reacţionează cu 

suporturile având grupe OH pe suprafaţă, conducând la activarea acestora (11 ). Suportul 

astfel activat va putea fixa ulterior enzima prin intermediul celei de a doua grupe vinilice 

(ciclică), reactive (12). 

X= -NH, -0-, -S-

1.4.2.1.Acttvarea Sepharozel 6B 

Metoda poate fi aplicată unui gel de agarozli perlată 6%, reticulat sau n~reticulat, 
deoarece benzochinona (agent bifuncţional) are şi un efect de reticulare parţiali a suportului. 

Materiale necesare: 
-gel de Sepharozli 6B, perlat, reticuiai sau nereticulat l 00ml; 
-tampon fosfat de sodiu O, 1 M (pH=8); 
-benzochinonă 10,8g; 
-etanol; 

-NaCI IM. 
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MfJd de lucru: 
Pc o pâlnie cu masă filtrantă, se spală la presiune redusă 100ml gel depus de 

Scpharoză 6B, cu un volum egal de tampon fosfat de sodiu pi 1=8, de concentraţie O, 1 M, 

conţinând 20% etanol. Gelul astfel spălat se filtrează şi se suspendă într-o soluţie formată 

din 10,8g benzochinonă în I 00ml tampon fosfat O. IM (pH=8). Se agită cu o baghetă, timp 

de o oră, la temperatura camerei. Gelul activat se filtrează la presiune redusă şi se spală pe 

pâlnie Bilchner, în ordine, cu: etanol 20%; apă distilată; NaCI IM; apă distilată şi în final cu 

tamponul fosfat utilizat la cuplare. Sepharoza astfel activată se utilizează imediat pentru 

imobilizarea a-chimotripsinei (pag.5). 

1.4.2.2.Activarea amidonului 

Materiale necesare: 
-amidon granulat şi reticulat cu epiclorhidrină (pag.6) 5g; 

-tampon fosfat de sodiu O,IM, pH=8 (care conţine 20% etanol); 

-p-benzochinonă 2,7g; 

-etanol 20%; 

-NaCl IM; 

-tampon fosfat de sodiu O, 1 M, pH=8 (fără etanol). 

Mod de lucru: 

5g de amidon granulat şi reticulat cu epiclorhidrină se acoperă (pentru gonflare) cu un 

stral de tampon fosfat de sodiu O, 1 M, pH=8 ( care conţine 20% etanol). 

După îmbibare, se filtrează suportul pe o pâlnie Bilchner, se spală cu tamponul de 

gonflare şi se reia cu un volum minim din acelaşi tampon ( cât să se acopere stratul de 

suport). 

Se adaugă 2, 7g p-benzochinonă şi se omogenizează cu o baghetă, timp de o oră, la 

temperatura camerei. Gelul astfel activat se filtrează pe o pâlnie Bilchner şi se spală, în 

ordine, cu: 

-etanol 20%; 

-NaCI IM; 
-apă distilată; 

-tampon fosfat O, IM, pi 1=8 (fără etanol). 

Se usucă la temperatura camerei şi se utilizează imediat. 

1.4.3.Actlvarca suporturilor polihldroxlllce prin metoda i:wcianatllor 

Principiul general al acestei metode cst hazat pc reacţia Ugi (cu patru componente) şi 

se foloseşte atât la imobilizarea unor proteine cu grupe libere -COOi i pc un suport polimt:r 

huu.:\iunalizal cu grupe -NI 12 cât şi pentru fixarea prnlcinclor cu grupe NI I~ liherc pe un 

suport li.mqionalizal cu grupe -COOi i. 
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în cazul suporturilor macromoleculare polihidroxilice este necesară o preactivare a lor 

cu introducerea unei grupe NH2, de obicei prin intermediul p-fenilen-diarninei (13). 

}01-1 + H2N-©-NH2 _., }HN-©-NH2 

(13) 

Urmează reacţia Ugi, prin care se pot imobiliza enzime cu grupe -COOH libere ( 14 ): 

~NH =CH-CH3 + R-N =C + @-coo- .. 
bază Schiff izonitril 

CH3 
/9 

„transpoziţie.., ~N(CH't-NHR 

co-@ 

Obtinerea p-fenilendiamino-agarozei 

Materiale necesare: 

{14) 

-
-gel perlat de agaroză 4%, reticulat cu epiclorhidrină şi activat cu BrCN 25g; 

-NaHCO3 O, 1 M; 

-p-fenilendiarnină 0,5g; 

-tampon borat de sodiu 0,1 M (în NaCI IM), pH= 8,5; 

-acetat de sodiu O, IM (în NaCI 1 M), pH= 4,5; 

-tampon acetat de sodiu 0,1M, pH= 4,5; 

-azi dă de sodiu (NaN3 ). 

Mod de lucru: 
Într-un balon cu trei gâturi, prevăzut cu agitator mecanic şi două tuburi de sticlă 

(pentru introducerea şi evacuarea azotului), ca în figura nr.5, se introduc 25g gel perlat, 

reticulat şi activat de agaroză 4% şi o soluţie de 0,5g p-fenilendiarnină în 50ml Nai IC01 

O.IM. 

Se porneşte agitarea moderată. Prin amestecul fonnat se harhotează timp de 15 min. un 

curent ,k azot, după l:urc se lasă rca1.:\ia să continue la întuneric, în vasul în1.:his, timp de 

16h, lu temperatura cmrn:rci. 
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Figura nr.5 

Instala/ia pentru ob/inerea p-fenilendiaminagarozei 

Aminopolimerul obţinut se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnie în ordine 

cu: 
-tampon borat de sodiu 0,IM, pH= 8,5 (în NaCl IM); 

-acetat de sodiu 0,IM, pH= 4,5 (în NaCl IM); 

-tampon acetat de sodiu 0,IM, pH= 4,5. 

Produsul se păstreazA la rece în ultimul tampon, adăugând pentru stabilizare 0,02% 

azidă de sodiu (raportat la greutatea aminopolimerului filtrat). Acest suport activat se 

utilizează pentru cuplarea pepsinei, în reacţie lucrându-se cu acetaldehidA şi 

ciclohexilizocianat (pag.56). 

1.4.4.Activarea polizaharidelor prin oxidare cu NalO4 

Amidonul şi agaroza se pot activa prin oxidare parţială cu NalO4. Se obţin "amidonul 

dialdehidic" ( 15) sau "oxi-agaroza", care conţin grupe -CHO capabile de a imobiliza 

enzimele ce posedă atât grupe NH2 cât şi COOH, prin reacţia Ugi (16). 

Această metod! este utilizată pentru imobilizarea ,8-arnilazei. 

o--

H 

Nal04i [O] 

H~g li ~H
2

0~ H 

--<J<:;
1 )L I 

Âcr-
CI JO CIIO '110 CIIO ( 15) 

"amidon dialdchidic" 
- 23 -
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@-coo11 
~CIIO + H2N--® ___ .. ~CH=NII-@ R-N=C 

Amidon 
dialdchidic 

sau 
oxoagarozA • 

----.. }cH -NH--@ 
6=N-R 

too--@ 

Obţinerea oxoagarozei 

Materiale necesare: 

-gel de agaroză 2%, perlat şi reticulat cu epiclorhidrină 1 00g; 

-metaperiodat de sodiu 2g. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius de 400ml se introduc 100g gel agaroză 2% perlat şi retic11lal ~i 

200ml apă în care s-au dizolvat 2g metaperiodat de sodiu. Suspensia formată se agilă rn o 

baghetă şi se plasează pe o baie de apă, aducându-se treptat temperatura amestecului de 

reac\ie la 45°C (în cca 20 min.). Se continuă agitarea blândă la această temperatură Limp de 

100 min. 

Oxoagaroza formată se filtrează la presiune redusă şi se spală de câteva ori pe pâlnia 

Buchner cu apă distilată. 

Se foloseşte imediat la imobilizarea ,8-amilazei (pag.57). 

1.4.S.Actlvarea suporturilor pollhldroxlllce prin transformare 1n hedl-eterl 

Metoda se bazează pe reactia dintre grupele OH ale suporturilor polihidrnxilice ~i 

bromura de hcxil ( 17). 

llcxilcterii rezultati sunt ulilizati pentru imobilizarea fizică a proteinelor care contin 

grupe functionale capabile de a forma legături de hidrogen cu aceştia (-OH. -NH2, -COOH). 

}011 + Ilr(Cll2),-Cll3 --.. }o-(Cll2h-CH3 
Hcxilctcr al ( l 7) 

polizah1:1ridului 
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Sinteza hexil-agarozei 

Materiale necesare: 
-gel depus de agaroz! 6%, perlat şi reticulat cu epiclorhidrină sau 

nereticulat 200ml; 

-NaOH 5M; 

-NaBP.,.; 

-bromuri de n-hex.il 50ml; 

-HCI conc.; 

-etanol. 

Mod de lucru: 
Într-un balon de 11, prevazut cu agitator mecanic şi refrigerent ascendent, se introduc 

200ml gel depus de agaroz! 6%, perlat, reticulat sau nereticulat. Se adaugă 200ml soluţie 

NaOH 5M, conţinând 0,5% NaBtt,.. Se începe agitarea şi se introduc în balon 50ml bromuri 

de n-hexil. 

Se formează o suspensie, care se încllzeşte 35 ore la 100°C, prin agitare blândl. 

După terminarea reacţiei, se răceşte conţinutul balonului pe o baie de gheaţă şi se 

neutralizeazl cu HCI conc. 

Gelul format se filtrează la presiune redusl, pe o pâlnie cu masl filtrantl şi se spală pe 

pâlnie, succesiv, cu: api distilată, etanol, api distilată şi final cu soluţia tampon din care 

urmează a se imobiliza enzima. 

Pe acest suport se imobilizează fizic ,8-amilaza. 

1.4.6.Actlvarea agarozel prin Introducerea grupei dlsulfuri 

Suporturile polihidroxilice pot deveni mult mai reactive prin înlocuirea unor grupe -
Ol I cu grupe -SH: 

~SB (18) 
mercaptogel 

Mercaptogclul astfel obţinut este activat printr-o reacţie de dublu schimb cu o 
disulfură: 

~Sl I + X-S-S-X --.. ~S-S-X + X-S11 
disulli.Hă( 19) 

o suportului 

Accca~i rcac\ic Jc Juhlu schimh este utilizată apoi în sens invers, pentru imohilizarca 

unor enzime hogatc in resturi Jc cisteinil: 
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}-s-S-X + @-sH ___ .. }s-s-@ + X-SH 

Metoda este atractivă, reactiile decurgând cu uşurintă la pH acid. Cca mai utilizată este 

a-piridinil-disulfura 20 ( X=~ ): 

n )ţ)) (20) 
N S-S N 

Prepararea disulfurii de a-piridil-agaroză 

A.Reticularea agarozei 6% 

Materiale necesare: 

-gel perlat de agaroză 6% 30g; 

-NaOH 5N; 

-epiclorhidrină; 

-tampon fosfat de sodiu 0,5M, pH=6,25. 

Mod de lucru: 

30g gel de agaroză 6%, spălat cu apă distilată şi tras la trompă, se suspendă sub agitare 

moderată în 24ml solutie NaOH 5N, într-un pahar Berzelius. La această suspensie urmează 

a se adăuga în picături, sub agitare, o cantitate de epiclorhidrină, calculată în functie de 

gradul de substitutie cu grupe SH al mercaptogelului şi anume: 

-pentru obţinerea unui mercaptogel cu aprox. SO µmoli grupe SH/g produs uscat, se 

vor adăuga 0,75ml epiclorhidrină; 

-pentru un mcrcaptogel cu grad de substituţie de 700 µmoli grupe SH/g produs uscat, 

se vor adăuga 4,5ml epiclohidrină. 

Timpul de adăugare a epiclorhidrinei este de 15 min. După terminarea adăugăurii se 

acoperă paharul cu o sticlă de ceas şi se ridică temperatura amestecului la 60°C prin plasarea 

vasului de reacţie pc o baie de apă, menţinându-se astfel, sub agitare, timp de 2 ore. 

Reticulatul obţinut se liltrează la trompă şi se spală alternativ cu apa distilată şi cu o solutic 

tampon fosfat de sodiu 0,5M, până la pi 1=6,25. Se usucă prin filtrare la trompă şi se 

foloseşte în continuare. Se poale păstra în soluţia tampon-fosfat. 
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Materiale necesare: 
-gel reticulat (A); 

8iocaJaliz.atori imobi/imţi in sin/o.a unor substan/e bioactive 

-tampon fosfat de sodiu 0,5M pH=6,25; 

-N~S2OJ 2M; 

-NaHCOJ; 

-ditioeritrol; 

-EDTA lmM; 

-NaCl IM; 

-tampon acetat de sodiu 0,0IM, pH=4. 

Mod de lucru: 
Gelul reticulat la punctul A se introduce într-un vas prevăzut cu agitator mecanic şi se 

suspendă în 30ml tampn fosfat de sodiu 0,5M pH=6,25, după care se adaugă 30ml soluţie de 

tiofosfat de sodiu 2M. Se continui agitarea moderată, timp de 6h, la temperatura camerei. 

Alchiltiosulfatul • obţinut se filtrează la trompă şi se spall cu api distilată, dupl care se 

aduce la un volum de 60ml prin suspendare în NaHCO3 O, IM. 

Alchiltiosulfatul gelului se reduce prin adăugarea sub agitare a unei soluţii de 

ditioeritol în EDT A apoi 1 mM, astfel încât concentraţia sa să fie de 8mg/ml. Din această 

soluţie se iau: 

-4ml, în cazul obţinerii unui mercaptogel cu grad redus de substituţie cu grupe -SH; 

-SOml soluţie de ditioeritrol pentru obţinerea unui mercaptogel cu grad ridicat de 

substitu\ie cu grupe -SH. 

Mercaptogelul obţinut se filtreazl la trompă şi se spală pe pâlnie cu 300ml soluţie de 

NallCO3 0,IM în NaCl lM, care conţine lmM EDTA şi final cu o soluţie de EDTA lmM. 

Gelul se pbtrcazl în soluţie tampon ( dezaerată) de acetat de sodiu 0,01 M, pll=4 ( care 
con\inc lmM EDTA). 

C.Obtincrca 2-piridin-agaro-disulfurii 

~sll '©ls.s~-+s-s-© +OsH_.. Q 
mcrcttptor- 2-piridin- 2-piridin- N 
1tgaroza disul fura agaro-disu I furA 

Materiale ne,·e.'iare: 

-gd de mcrcaploaguroza cu con\inul Jc S0~unoli grupe SI 1/g produs uscat (vezi A, B); 

-acetonă: 

<2-piriJin-Jisulfurâ 10mg: 
-l·l>T/\ lmtv1. 

.' 7 
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Mod de lucru: 

Gelul de mercaptoagaroză cu conţinut de aprox. 50 µmoli grupe SWg produs uscat 

(punctul A) obţinut anterior (punctul B) şi păstrat în soluţie tampon (8), se filtrează la 

trompă şi se spală în ordine cu 50ml apă distilată şi 50ml soluţie apoasă de acetonă 50% 

(v/v). După spălare şi filtrare, gelul se suspendă prin agitare în 10ml soluţie apoasă de 

acetonă 50%. 

Separat, se dizolvă I 00mg 2-piridindisulfură într-o cantitate minimă de acetonă apoasă 

50% şi se adaugă treptat, sub agitare, la suspensia de gel de mercaptoagaroză, timp de 30 

min. 

2-piridin-agaro-disulfura obţinută se filtrează la presiune redusă şi se spală cu acetonă 

apoasă 50% şi cu soluţie EDTA lmM. Se separă prin filtrare la trompă. 

1.4.7.Activarea suporturilor poUhidroxilice cu bisoxirani 

Suporturile polihidroxilice (agaroză, amidon, dextrani, alcool polivinilic etc.) pot fi 

activate cu 1,4-butandiol-diglicidileter: 

Grupa epoxi terminală din gelul astfel activat poate lega enzimele prin intermediul 

grupelor reactive de pe catenele polipeptidice ale acestora: 

~0-CH2 - 9H - CH - CH2 + HX-@ 
~ bH 'o.,. 

X=S,O,NH 

Activarea agarozei 2% cu 1.4-butandiol-diglicidileter 

Materiale necesare: 

-gel de agaroză 2% perlat 10g; 
-NaOH 2,5M; 

-NaBH.i 20mg; 
-1,4-butandiol-diglicidileter 1ml; 
-acetonă. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius de l 00ml se introduc 1 0g gel de agaroză 2% perlat, spălat şi 
uscat prin filtrare la trompă şi 5ml soluţie NaOH 2,5M. Se porneşte agitarea; la suspensia 

formată se adaugă, sub agitare, 20mg NaBl-14 şi apoi. în picături, I ml 1,4-butandiol-
diglicidilctcr. 
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Se continuă agitarea timp de 6 ore la temperatura camerei, după care gelul activat se 

separă prin filtrare pe o pâlnie cu masă filtrantă şi se spală pe pâJnie cu apă distilată, la 

presiune redusă, până la reacţia neutră a apei de spălare, apoi cu 50ml acetonă şi la urmă cu 

apă distilată. 

Gelul de agaroz4 activat se păstrează la frigider, în apă distilată. 

Conţinutul mediu în grupe oxiranice ( determinat prin titrare cu Na:i~O3) este de 

100-120 µmoli/g produs uscat. 

Se utilizează la imobilizarea chimotripsinei (pag.51 ). 

1.5.0btinerea unor celuloze modificate 

Celulozele modificate (activate) au fost printre primele suporturi utilizate la 

imobilizarea proteinelor. 

Astfel, CMC (carboximetil-celuloza) sau DEAE-celuloza (dietilaminoetil-celuloza) 

sunt schimbători de ioni utilizaţi frecvent la imobilizarea fizică a biocatalizatorilor ( enzime, 

celule viabile, celule moarte etc.) prin legături ionice. 

Ca şi alte polizaharide, celuloza se poate activa şi prin introducere de grupe 

imidocarbonat (cu BrCN) sau de halogen reactiv (cu s-triclortriazinl:l). s-Triclortriazina 

(clorura de cianurii) este un reactiv mult utilizat pentru funcţionalizarea celulozei dar şi a 

agarului, agarozei sau Sephadexului. Cei trei atomi de clor din molecula sa sunt deosebit de 
reactivi. 

În unna fixării pe sup:lrtul polihidroxilic, în restul de s-triazinil mai rămân doi atomi 

de halogen reactivi, care pot lega enzima: 

Fiind agent polifuncţional, s-triclortriazina va reticula parţial suportul: 

Pentru a restrânge reticularea. este de preferat ca unul din atomii de clor să fie 
suhstituit cu grupa NI 12, mult mai puţin reactivă: 
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2-amino-4,6-diclor-s-triazina· 

Urmează apoi funcţionalizarea suportului şi imobilizarea enzimei: 

1.5.1.Prepararea 2-amino-4,6-diclor-s-triazinei 

Materiale şi aparatură necesare: 
-clorură de cianurii 184g; 

-toluen; 

-dioxan; 

-acetonă; 

-amoniac apos ( d = 0,88); 

-butelie de azot lichefiat; 

-rotavapor (evaporator rotativ); 

-instalaţie de distilare la presiune redusă (trompă). 

Mod de lucru: 
Atenţiei Deoarece clorura de cianurii este extrem de toxică, se va lucra într-o nişă cu 

tiraj bun. 

Într-un balon cu 4 gâturi, prevăzut cu agitator mecanic, termometru introJus în masa 

de reacţie, tub de barbotare şi tub de evacuare a gazelor (figura nr.6) se plasează o soluţie 

formată din 184g clorură de cianurii în 200ml toluen şi 1000ml dioxan. Se pome~te agitarea 

şi se răceşte amestecul de reacţie la 5°C, plasând balonul pe o baie de gheaţă. Se începe 

barbotarea unui curent de gaz generat prin trecerea azotului printr-o Sl)lu1i~ ~aldă de 

amoniac (d = 0,88) şi uscare printr-o coloană umplută cu NaOII anhidru. 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Biocata/izalori imobilizaţi în sinJeza unor ..,1,h..,tanfe bioactive 

Figura nr.6 

Jnsta/aJie pentro prepararea 2-amino-4,6-dic/or-s-triazinei 

amoniac 
roluţie <_d=0,88) 

ev.ictt:m:· 
... e;:iz~ 

Se agită amestecul de reacţie la 5°C, până la apariţia unei suspensii solide de NH4Cl, 

care se filtreazA la trompă şi se spală pe pâlnia Biichner cu 50-100ml amestec benzen­

dioxan (1 :5 v/v). Filtratele reunite se evaporă la sec, la presiune redusă, într-un evaporator 

rotativ. Reziduul solid se dizolvă într-un volum minim de amestec apă-acetonă (1: I v/v), 

după care acetona se distilă la presiune redusă. 

Precipitatul format se filtrează la trompă şi se recristalizează rapid (în max. I O min., 

pentru evitarea hidrolizei) dintr-un volum minim de apă distilată. 

Randament este de aprox. 90%. 

1.5.2.Prepararea amlnoclor-s-triazinil-derivaţilor celulozei şi celulozelor 

modificate 

Materiale necesare: 

-celuloză sau celuloză modificată (CMC, DEAE-celuloză etc.) 10g; 
-acetonă; 

-2-amino-4,6-diclor-s-triazină I g; 

-NaiCO3 15%; 
-HCI IM; 

-HCI conc.; 

-tampon fosfat 0,05M (pH=7). 

Mod de lucru: 

Într-un balon cu trei gâturi, prevăzut cu agitator mecanic, refhgerent de reflux, 
Iconometru suspendat prin refrigerent şi pâlnie de picurare, se introduc 1 0g suhstan\ă uscată 

(celuloză, celuloză modidlicată) şi o soluţie formată din I g 2-amino-4,6-<.h;lor-s-triazină în 
50ml amestec apă-acetonă (I: 1 v/v). 
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Se agită amestecul pc haic de apă la 50°C (în masa de reacţie) timp de 5 min., după 

care se adaugă prin pâlnia de picurare, 20ml soluţie apoasă 15% de NaiCO1 şi apoi 12ml 

IICl IM. 
Amestecul se agită încă 5 min. la 50°C, după care se ajustează rapid pH-ul la 7 cu 

HCI conc. 

Produsul solid format se filtrează la vid şi se spală de trei ori pe pâlnia Biichner cu câte 

200ml amestec acetonă-apă ( 1: 1 v/v), iar final cu o soluţie tampon fosfat 0,05M (pH=7). Se 

păstrează la frigider, la 2°c. Se utilizează pentru imobilizarea enzimelor (pag.52). 

1.6.Metode de activare a dextranilor 

Dextranii comerciali, reticulaţi, cunoscuţi sub denumirea generică Sephadex, având 

diferite dimensiuni şi porozităţi ale particulelor de gel, sunt superiori în multe privinte 

celulozei şi amidonului, în calitatea lor de suporturi pentru imobilizarea enzimelor. 

S-a observat astfel că, în comparaţie cu imobilizatele celulozice, enzimele fixate pe 

Sephadex prezintă o activitate remanentă mult mai mare. 

Aceasta se explică prin structura parţial microcristalină a celulozei, din care cauză sunt 

afectaţi centrii activi ai moleculelor enzimelor. Pe de altă parte, Sephadexul este mai 

rezistent la atacul microorgwusmelor decât amidonul. 

Fiind suporturi polihidrohilice, dextranii pot fi activaţi prin metodele generale utilizate 

pentru acestea. 

1.6.1.Actlvarea dextranilor cu BrCN 

Materiale şi aparatură necesare: 
-Dcxtran T-40 5g; 

-BrCN 0,25g: 

-NaOH IM; 

-pH-mctru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de luau: 

Într-un pahar Aerzelius prevăzut cu agitare magnetică se introduc 5g Dextran T-40 

(Phannacia, Suedia), care se dizolvă prin agitare la 20°C în 50ml apă distilată. La această 

soluţie se adaugă o soluţie fonnată prin dizolvarea a 0,25g BrCN în 5ml apă, menţinându-se 
pll-ul la 10,8 prin titrare cu NaOII IM. 

După aprox. 5 min. se consumă toată cantitatea de BrCN. ( ici ul activat în acest foi se 

separă prin liltrarc la presiune redusă, se spală cu puţină apă distilată şi se foloseşte imediat 
pentru imohili1arca N/\D' şi NADP' prcactiva\i. 
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1.6.2.Activarea Scphadexului G-200 cu BrCN 

Această varietate de Sephadex se poate folosi, după activare, pentru imobilizarea 

a- şi ~tripsinei, a chimotripsinei, a carboxipeptidazei etc. 

Materiale necesare: 

-Sephadex G-200 uscat; 

-NaOH 2M; 

-BrCN; 

-soluţii tampon diver"ie, în funcţie de enzima care urmează a fi imobilizată. 

Mod de lucru: 
O cantitate de Sephadex G-200 uscat ( corespunzătoare unei concentraţii de 20mg 

gel/ml apă) se suspendă prin agitare, timp de 24h, în cantitatea de apă respectivă. 

După 24h, gelul depus se decantează şi se transferă într-un vas prevăzut cu agitator 

magnetic, un electrod mixt de pH scufundat în masa gelului şi conectat la un pH-metru şi o 

biuretă (suspendată deasupra masei de reacţie) umplută cu NaOH 2M. 

Se începe agitarea şi se adaugă o cantitate de BrCN (egală cu cantitatea de suport luată 

iniţial în lucru), sub formă de soluţie apoasă de concentraţie 25mg BrCN/ml apă. Se 

ajustează permanent pH-ul la 1 O, prin titrare cu NaOH 2M, timp de 6 min. (un pH ridicat 

produce o reticulare prea avansată, suportul nemaifiind accesibil unor molecule 

voluminoase ca cele de enzime şi alte proteine). 

Gelul activat se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnie, în ordine cu: 200ml 

apă distilată şi cu câte 100ml soluţii răcite în prealabil, care se aleg în funcţie de enzima ce 

urmează a fi imobilizată, astfel: 

a)pentru a- şi .,8-tripsină şi chimotripsină Na8O3: HCI O, 1 M, CaCl2 0,02M, pH=8,5; 

b )pentru carboxipeptidază: NaHCO3 O, l M şi ZnCl2 I nM. 

Observaţie: Dacă suportul activat urmează a fi folosit la imobilizarea chimotripsinei, în 

etapa anterioară, de activare cu BrCN, se va lucra la pH=9,8 sau 10,3 (prin titrare 
potenţiometrică). 

1.6.3.Activarea Sephadexului G-50 cu BrCN 

Acest suport se utilizează la co-imobilizarea a trei enzime multisecvenţiale: malat 
dchidrogcnaza, citrat sintetaza, lactat dehidrogcnaza. 

Materiale necesare: 

-Scphadcx G-50 100mg; 
-soluţie apoasă de BrCN; 
-Na0114M; 

-Nai l('O, O, IM. 
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Mod de lucru: 
100mg Sephadex G-50 se activează cu BrCN la pH=l 1, dupl modul de lucru indicat la 

paragraful 1.6.2., lucrându-se cu 4ml soluţie de BrCN, corespunzând unui raport de 25mg 

BrCN/ml api. 
Reacţia de activare la pH=fl are loc timp de 8 min., dupl care gelul activat se filtrează 

la presiune redusl pe o pâlnie cu masl filtrant! şi se spall cu 200ml soluţie NaHCO1 1 M, 

rlcitA în prealabil. 

1.6.4.Actlvarea Sephadenlul 200 cu BrCN 

Materiale şi aparaturi necesare: 

-Sephadex 200 (uscat); 

-NaOH 2M; 

-BrCN; 

-soluţie 0,lM NaBOrHCl; 
-tampon 0,02M CaC12, pH=8,S; 

-NaHCO3 0,lM; 

-ZnC12 lmM; 
-pH-metru ou electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
Sephadexul 200 se dispersează în api distilatl, sub agitare magnetic!, timp de 24h. Se 

folosesc 20mg Sephadex/ml apl. Dispersia se introduce într-un balon echipat cu agitator 
magnetic~ un electrod de pH standardizat şi scufundat în masa dispersiei şi o biuretă de 

titrare cu NaOH 2M. 

Separat, se cAntlreşte o cantitate de BrCN egali cu greutatea Sephadexului luat în 
lucru ,i se dizolvi în api (2Smg/ml). Soluţia stfel obţinutl se adaugi treptat la Sephadex, se 

ajusteazl pH-ul la 1 O şi se menţine astfel, sub agitare, timp de 6min. 

(Atenţiei Daci se lucreazl la pH mai mare, cu adlugare manuali de NaOH sau se 
activeazl gelul cu BrCN solid, rezultl un grad de reticulare avansat, imobilizatul fiind 

impenetrabil pentru substrate cu mase moleculare mari.) 

lntruc&t acest suport activat poate fi utilizat pentru imobilizarea a mai multor enzime, 
gelul activat şi separat prin filtrare la presiune redusl se va splla în funcţie de acestea, şi 
anume: 

-pentru chimotripsinl, a- şi fl-tripsinl, în ordine cu: soluţie O, 1 M NaBOrHCl; tampon 
CaCl2 0,02M, pH=8,5; 

-pentru carboxipeptidază, în ordine cu: soluţie O, 1 M de NaHCO3 şi solu\ie t mM 
ZnC12• 

Se pAstreazl la frigider (+4°C) în tampon sau api distilatl . 

. J4. 
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IL MEIDDE DE IMOBll,17..ARE A UNOR BIOCATALIZAlllRI 
În acest capitol vor fi descrise câteva metode uşor accesibile pentru imobilizarea pe 

suporturi a unor enzime (chimotripsina, tripsina, papaina, invertaza, fosfalaza alcalină, 

peroxidaza, ureaza), dar şi a unor celule (Saccharomyces cerevisiae, Streptomyces simplex), 

atât prin metode fizice cât şi chimice. 

II. I.Imobilizarea invertazei 
Invertaza pură ca şi cea din drojdie se utilizează în industria produselor zaharoase 

pentru obţinerea zahărului invertit, cu solubilitate crescută, cu proprietăţi edulcorante 

superioare zaharozei şi care prezintă avantajul de a nu cristaliza cu timpul în produsele de 

cofetărie (gemuri, ciocolată, siropuri, lichioruri etc.). 

De asemenea, invertaza este folosită şi pentru hidroliza unor trizaharide ca: genţianoza 

sau rafinoza formată ca subprodus în procesul de fabricare a zahărului din sfeclă şi care 

împiedică cristalizarea acestuia, stahioza, dar nu şi a polizaharidelor ca amidonul şi inulina. 

11.1.1.Imoblllzarea Invertazei pe cărbune act!v 
Aceasta este o metodă fizică de imobilizare prin adsorbţie pe particulele fine de 

cărbune. Determinarea activităţii invertazei se bazează pe reacţia de scindare a zaharozei în 

O-glucoză şi O-fructoză; zahărul invertit dă o reacţie de culoare cu un reactiv specific 

(acidul dinitrosalicilic). Dozarea se face spectrofotometrie: 

InvertazA 
(~-fructozidază) T „H 

• + ~,i: 
H H H20H 

H H H20 
I O-glucoza O-fructoza I 

V 
zahilr invertit 

A.Construirea curbei etalon pentru dozarea activităţii invertazei 

Metoda se bazează pe reactia de culoare a zahărului invertit cu acidul dinitrosalicilic. 

Intensitatea culorii se măsoară cu un spectrofotometru, la )..=540nm. 

Materiale necesare: 

!°Reactiv cu acid dinitrosa/icilic (DN!!,J: /\cest reactiv se prepară astfel: 5g acid 
dinitrosalicilic se omogenizează în mojar cu câteva picături <le apă distilată, <lupă care se 

lldaugă treptat I 00ml soluţie NaOl I l n, până la obţinerea unei paste omogene. La această 

pastă se adaugă treptat, prin omogenizare, 250ml apă şi 150g tartrat de Na şi K. 

-1.'I-
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Se transferă cantitativ amestecul într-un balon cotat de 500ml şi se aduce la semn cu 

apll distilată. Se păstreazA într-o sticlă închisă la culoare. 

1"Solu/ie zaharoză 0,25M în tampon acetat 0,2M (pl/=4,5). 

3°Soluţie de zahăr invertit 0,0025M (amestec în părţi egale din soluţii 0,0025M de 

O-glucoză şi O-fructoză). 

4°Solu/ie tampon de acid acetic-acetat de sodiu 0,02M (pl/=4,5). Se obţine prin 

diluarea tamponului acid acetic-acetat 0,2M (pH=4,5). 

Trasarea curbei etalon 

în 6 eprubete se pipetează probele indicate în tabelul nr.2: 

Tabelul nr.2 

Probe pentro trasarea curbei etalon folosită la dozarea activităJii invertazei 

Proba nr. ml zahăr invertit mlaoă n moli zahăr inve rtit 
I o 1,0 o 

·-

2 0,1 0,9 250 
-

3 0,2 0,8 500 
·-· 

4 0,3 0,7 750 
5 0,4 0,6 1000 
6 I.O o 2500 

··-

În fiecare dintre cele 6 eprubete se mai pipetează şi câte 1ml soluţie zaharoză 0,25M în 

tampon acetat, pH=4,5 (reactiv 2°) şi câte 2ml reactiv DNS (reactiv I 0). 

Probele se incubează 5 min. pe o baie de apă la fierbere. După răcire, se diluează cu 

apă distilată la I 0ml şi se colorimetrizează faţă de apă la 540nm. Se trasează o curbă etalon 

ca in figura nr.7: 

Figura nr.7 

Curbă etalon pentru dozarea activităJii invertazei 

D.O. 
la A =540nm 

(l LI. 
l-:r11ima 

im11hili1ală 

LL. 
I ·111ima 
lthcr:, 

n moli 
1.ahăr invertit 
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B.Imobilizareu invertazei 

Materiale 11ecesare: • 

-cărbune activ 

-invertază; 

2g; 

-soluţie tampon acetat 0,2M (pll=4,5); 

-reactiv Fchling: 

•Fchling I: se dizolvă 7g CuSO~ în 100ml apă; 

•Fehling II: se dizolvă 35g sare Scignette (tartrat dublu de Na şi K) şi 10,4g 

NaOH în 100ml apă. 

Mod de /11,.:ru: 

În 4 eprubete de centrifugare se introduc câte 0,5g cărbune activ, peste care se pun 

cantităţi crescătoare dintr-o solu\ic de invertază (5mg enzimă/ml apă distilată), confonn 

tabelului nr.3: 

Tabelul nr.3 

Jnwbili:zureu pe curbu11e tJcliv a u11or c,mtiluJi crescătoare de invertază 

Proba nr. Cantitatea de soluţie de invertază (ml) 

I 0,5 
-- ------

2 l 

3 1,5 

4 1,8 

Se adaugă apoi în fiecare probă câte 0,5ml soluţie tampon acetat 0,2M (pl-1=4,5) şi câte 

5ml apă distilată. 

Conţinutul cpmbctelor se agită cu bagh1,;tu timp de 20 min. la 25°C, după care s1,; 

ccntrifugheuză 10 min. Se decantează supernatantul care con\ine enzimă neimobilizată, 

depistată cu ajutorul reac\iei Fchling. 

Imobilizatul se reitt cu 5ml tampon ucctut şi 5ml apă distilată, se ttgiti1 energic şi .se 

centritllghcază îm:ă l O min. Se repetă opera\ia de decamare, spălare cu apă şi centrifugarl\ 

până la îndepărtarea totală a enzimei neimobilizate (rcac\ic Fchling negativă în apa de 

spălare). 

Preparatele de enzimă imobilizată se păstrl.!ază la rece, în frigidt:r (+4°C) în câte 5,5ml 

tampon acctul. 

Ohscrvatic: Rcucfht Fchllng ( cuructcristică grupei CllO) arc rolul de a pune 111 

cvidcn\ă prczcn\a invertazei în apele de splUurc ale aduc\ilor. 

Într-o 1.:prubctă se introduc 5-(>ml sulu\il.! upousă de zaharoză 10%, peste care se adaugă 
l-2ml din proba de unalizal (upa de spillure). Se agilă cprubela şi în caz de nevoie se 

incălzqtc în mână (la temperatura corpului) timp de 10-15 min., după care se răceşte. 

-17-
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Se neutralizează apoi proba cu NaOH 10% sau cu N<½CO3 10% (adăugate cu atcn\ic, 

în picăluri) faţă de tumesol, după care se efectuează testul Fehling. 

Pentru aceasta, se prepară reactivul Fehling prin amestecarea în volume egale c1 

reactivilor Fehling I şi Fehling II, după care se încălzeşte la fierbere. Se adaugă câtcvc1 

picături din proba de analizat pregătită după cum am arătat mai sus, după care se mai ficrhc 

amestecul format încă două minute. Apare un precipitat roşu-cărămiziu de oxid cupros, care 

indică prezenţa glucidei reducătoare (glucoza). 

2Cu2+ + R-CHO + 2OH· .. 2Cu+ + R-COOH + H,O 
glucoia acid gluconic -

Reacţia negativă în apa de spălare. corespunde absenţei invertazei capabile de a 

hidroliza zaharoza cu formarea glucozei. 

C.Determinarea activităţii invertazei imobilizate 

Această detenninare se face în funcţie de pH. 

Materiale necesare: 

-soluţie de substrat (reactiv 2°, pag.36); 

-soluţie de enzimă liberă (E.L.) în tampon acetat, pH=4,5 (conţine 1mg enzimă); 

-reactiv DNS ( 1 °, pag.35); 

-enzima imobilizată. 

Mod de lucru: 

•Pentru enzima liberă: 

Se incubă timp de 15 min. pe o baie de apă la fierbere un amestec formal din 1ml 

soluţie substrat şi 1ml soluţie enzimă liberă în tampon acetat 0,25M, pH=4,6. Se procedează 

la fel pentru enzima liberă în tampon acetat 0,25M, pH=3,6. În ambele cazuri se stopează 

reacţia cu câte 2ml reactiv DNS. 

Se ţine 5 min. pe baia de apă la fierbere, se răceşte, se diluează cu apă distilata la 10ml 
şi se colorimetrează la 540nm. 

•Pentru probele cu enzimă imobilizată: 

Se fac câte două determinări, la pH=3,6 şi pl-1=4,6. 

În două eprubete se pipetează câte: 1 ml soluţie substrat (zaharoză); 0,25ml imobilizai 

depus; 0,5ml soluţie tampon acetat 0,25M cu pH=3,6 şi respectiv pH=-4,6. 

Se incubă cele două probe timp de 15 min. pe baie de apă la fierbere, după care se 

filtrează. Din filtrate se iau câte 0,5ml, peste care se pun: 1,5ml solu\ic tampon acetat 0,25M 
1.:u pi 1=3,6 şi rcspct:tiv pi 1=4,6 şi câte 2ml reactiv DNS. 

Se \în cpruhctclc pc haia de apă la licrhere, 5 min. Se rikcsc, se diluca1ă cu ap,1 la 
10ml şi se colorimctrca:tă la 540nm la\ă de curba etalon (pag.)6). 
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Observaţii: 

I )În unna incubării, probele capătă o coloraţie roşie-vişinie închisă, în comparaţie cu 

martorul (galben-portocaliu). Pentru a se putea face citirile la spectrofotometru, se diluează 

la l /5. 
2)În paralel se lucrează şi două probe martor (la pH=3,6 şi 4,6), modul de lucru fiind 

asemănător cu cel de la probele cu enzimă solubilă şi enzimă imobilizată, doar că reacţia 

enzimatică este stopată la timpul zero, prin introducerea reactivului dinitrosalicilic înaintea 

preparatului enzimatic. 

3)Calculul rezultatelor: 
-Pentru enzima liberă (E.L.), activitatea enzimatică (AE) se calculează după relaţia: 

AE(n moli zahăr invertit format/ml enzimă/I min/37°C)=n moli zahăr invertitprobA -

l. ah . . I -n mo l Z ăr mvertllmartor • -
15 

-Pentru enzima imobilizată (E.I.): 

AE=n moli zahăr inverti~ba - n moli zahăr invertilmar1or· _i_ 
15 

4)În calcularea rezultatelor se va lua în calcul şi factorul de. diluţie al probelor cu 

enzimă liberă şi imobilizată. 

11.1.2.Imobilizarea invertazei prin legare ionică pe un suport-schimbător 

de ioni 
În acest tip de imobilizare, între grupele libere fixate lateral pe catenele poliamidice ale 

proteinei şi grupele din molecula suportului se stabilesc legături ionice. 

Ca suporturi se folosesc atât polizaharide modificate (CMC, DEAE-celuloză etc.) cât 

şi schimbători de anioni sau cationi sintetici (răşini de tip Vionit sau Amberlit). 

Metoda care va fi descrisă poate fi folosită pentru imobilizarea invertazei atât pe CMC 

cât şi pe DEAE-celuloză. 

Materiale necesare: 
-CMC sau DEAE-celuloză 1 g; 

-soluţii tampon acetat 0,2M (pH=J,6 şi pH=4,6); 

-invertază 2mg; 
-NaCl 5N; 

-reactiv Fehling. 

Mod de lucru: 

În două epruhetc gradate se pun câte 0,5g CMC sau DEAF. care se suspendă prin 

agitare cu o haghctă în câte 5ml soluţie tampon acetat 0,2M de pi 1=3,6 şi respectiv 4,6. 
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Peste suspensiile formate se pipetează câte I ml soluţie invertază în apă distilată (1mg 

enzimă/lml). Conţinutul eprubetelor se agită timp de 30 min. la 25°C (eventual prin 

încălzire în mână). 
După expirarea timpului de reacţie, gelurile obţinute se filtrează la presiune redusă pc 

o pâlnie cu masă :filtrantă şi se spală pe pâlnie cu o soluţie apoasă de NaCl 5N, până Ja 

îndepărtarea totală a enzimei neimobilizate (reacţie Fehling negativă în soluţia de spălare). 

Preparatele obţinute se păstrează la frigider (+4°C) în apă distilată sau în NaCl 5N. Se 

determină activitatea enzimei imobilizate în funcţie de cele două pH-uri, după procedeul 

descris anterior. 

11.1.3.Imobilizarea invertazei prin reticulare 

Reticularea este o metodă chimică de imobilizare, prin care enzimele sunl 

insolubilizate prin reacţia cu un reactiv di- sau polifuncţional. 

În acest procedeu suportul poate lipsi, insolubilizarea biocatalizatorului fiind rezultatul 

unei reacţii de condensare intermoleculară cu agentul de reticulare. 

În alte procedee, se poate co-reticula enzima pe un suport printr-o reacţie de 

condensare simultană a acestora cu reactivul difuncţional. 

Unul dintre agenţii de reticulare cel mai utilizat, care prezintă şi avantajul introducerii 

unui "spacer" este glutaraldehida, care se condensează cu grupele NH2 libere ale 

biocatalizatorului, cu formare de azometine (baze Schiff) de forma (21): 

@-NI-12 + OHC-(CH2h-CHO + H2N-@ _2H O •@-NH=CH-(CHi}rCH=NH-@ 
2 (21) 

Ca şi celelalte metode de imobilizare chimică, care decurg în condiţii stresante pentru 
celulele viabile, reticularea nu se aplică în cazul lor. 

• În schimb, poate fi folosită cu succes în cazul enzimelor ca şi al cel_ulelor moarte, care 
au conţinut crescut de lisină. 

În funcţie de scopul în care urmează a fi folosit imobilizatul, se pot aplica mai multe 
variante: 

-reticularea în absenţa suportului; 

-co-reticulare enzimă-suport insolubil ca: particule de gel (perle), folii de celofan, fibre 
de nylon actvat etc.; 

-co-reticulare enzimă-proteină auxiliară (bogată în grupe NH2), atunci când enzima 
conţine prea pu\ine resturi de lisină etc. 

O reticulare prea avansată poate distorsiona ireversibil structura terţiară a enzimei, 

producând denaturarea sa, sau poale conduce la reţele macromoleculare tridimensionale 

prea slrânsc, îngreunând accesul moleculelor de substrat la centrii activi ai enzimei aducLul • 
fiind greu dispcrsahil. 
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11.1.3.1.Corcticularea invertazei cu BSA (scrum albumină bovină) 

Materiale necesare: 
-invertază I 00mg; 

-BSA 75g; 

-glutaraldehidă (Atenţie! TOXICĂ!); 

-reactiv Fehling. 

Mod de lucru: 
Un amestec format din I 00mg invertază şi 75mg BSA se tratează, într-un pahar 

Bcrzelius, sub agitare magnetică, cu I ml soluţie apoasă 1 % de glutaraldehidă, la 

temperatura camerei. (Dacă amestecul este prea vâscos, se poate omogeniza cu o baghetă.) 

După omogenizare, amestecul de reacţie se întinde pe o foaie de plastic plasată pc 

fundul unui vas Petri. Pentru maturare, gelul se lasă timp de câteva zile la frigider ( +4°C). 

Se formează o membrană solidă, care se desprinde de pe folia de plastic şi se spală cu 

apă distilată într-o eprubetă, până la îndepărtarea totală a enzimei neimobilizate (reac\ie 

Fehling negativă în apa de spălare). 

Determinarea activităţii enzimei imobilizate se face după metoda descrisă anterior, la 

două pH-uri diferite (3,6 şi 4,6). 

11.1.3.2.Coretlcularea invertazei cu gelatina 

Pentru evitarea unei reticulări prea avansate a enzimei, aceasta se co-reticulează cu 

hidrolizatul de colagen prin intermediul glutaraldehidei. În acest caz, gelatina joacă rol de 

proteină auxiliară. 

Se obţin imobilizate în formă de filme (membrane), care pot fi folosite atât în reactoare 

cu membrană de ultrafiltrare, cât şi în bioreactoare cu pat compact sau în procedeul „hatch". 

Materiale necesare: 
-invertază 100mg; 

-gelatină (soluţie apoasă 10%); 

-solu\ie 25% de glutaraldehidă 0,1ml; 

-reactiv Fehling. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius se dizolvă 100mg invertază într-un volum minim de solu\ic 

apoasă de gelatină 10%, la 30°C, pe o baie de apă (Atenţie! Se va nota cantitatea în ml de 

soluţie de gelatină adăugată, pentru a se evalua con\inutul în mg enzimă/ml solu\ic. ). Se 

udaugă, suh agitare cu o haghctă, O, I ml soluţie apoasă 2.5% de aldehidă glutarid. Se 

omogenizează hinc amestecul de rcac\ie şi se toarnă pc o folie de plastic aplicată pc rundul 

unui va'i Pctri. Se acoperă vasul şi se congelează reticulatul timp de 4-12 orc. după care se 

;11.Jm:c treptat la temperatura camerei. 
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Se desprinde membrana de reticulat şi se spală cu apă distilată, penru îndepărtarea 

glutaraldehidei nereal~\ionate (reac\ie Fehling negativă în apa de spălare). 

Determinarea activită\ii enzimei imobilizate la pl-1=3,6 şi pl-1=4,6 se face contt>rm 

metodei descrise mai înainte (pag.38). 

11.1.4.Interpretarea şi compararea variaţiei activităţii enzimatice a invertazei 

imobilizate prin metodele descrise 

După imobilizarea invertazei prin cele patru variante descrise anterior (paragrafele 

II 1.1., 11.1.2. şi 11.1.3.) şi determinarea activităţii enzimatice a imobilizatelor la două pll-uri 

diferite (3,6 şi 4,5) se va întocmi un tabel comparativ cu următoarele rubrici: 

Tabelul nr.4 

Nr. 
AE (activitatea Activitatea remanentă 

crt. 
Preparat enzimatic enzimatică a invertazei) pentru imobilizate (%) 

pl-1=3,6 pH=4,6 pH=3,6 oH=4,6 
I Enzima liberă 100 100 

2 
Enzima adsorbită pe cărbune 
activ 

3 
Invertaza legată ionic pe 
CMC sau pe DEAE-celuloză 

4 
Enzima coreticulată cu BSA 
şi glutaraldehidă 

5 
Enzima coreticulată cu 
gelatină şi glutaraldehidă .. 

Din datele înregistrate, considerând că activitatea enzimei libere este de I 00%, se va 

aprecia: 

a)care dintre metodele de imobilizare conduce la un agregat cu activitate reziduală mai 

mare şi 

h)carc este pll-ul optim de reacţie pentru enzima liberă şi enzima imabilizată. 

11.2.Mctode de imobilizare a urcazei 

Urcaza catalizează descompunerea hidrolitică a urcci. având o specificitate absolut de 

substrat: 

.,,,.NIi., 
l'=() - I 11,0 
'Nil, 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Bioa:ltalizalor imobi/izaţi in sinteza unor suhst~ bioactive 

Imobilizatele de urează se utilizează în special la constructia sensorilor enzimatici 
pentru dozarea ureei în lichidele biologice ca şi în dispozitivele extracorporale (de dializă) 

pentru îndepărtarea urcei din sânge. 

11.2.l.Imobilizarea ureazei pe gelatină 
Metoda este asemănătoare cu cea descrisă la invertază (paragraful II.1.3.2.), constând 

în coreticularea cu aldehidă glutarică. 

Materiale necesare: 
-urează 100mg; 

-soluţie apoasă de gelatină I 0%; 

-glutaraldehidă-soluţie apoasă 25% 0,1ml; 

-reactiv Fehling. 

Mod de lucru: 
Într-un pahar Berzelius se dizolvă prin agitare cu o baghetă I 00mg urează într-o 

cantitate minimă de soluţie de gelatină 10%, la 30-40°C (se va nota cu precizie volumul de 
soluţie de gelatină utilizat, pentru a se determina conţinutul în mg enzimă/ml soluţie) pe o 
baie de apă. În soluţia astfel obţinută se adaugă 0,1ml soluţie apoasă 25% de glutaraldehidă. 

După o bună omogenizare, amestecul de reacţie se toarnă pe o folie de plastic plasată 
pe fundul unui vas Petri. Se acoperă vasul şi se congelează 4-12 ore. Gelul congelat se 
aduce treptat la temperatura camerei, se desprinde şi se spală cu apă distilată, până la 
îndepărtarea totală a aldehidei în exces (reacţie Fehling negativă în apa de spălare). Se 
păstrează la frigider, sub apă distilată. 

11.2.2.Imobilizarea ureazei prin coreticulare cu glut11raldehidă pe BSA 
Metoda se aseamănă cu cca descrisă la imobilizarea invertazei (11.1.3.1.) 

Materiale necesare: 
-urează I 00mg; 
-BSA 75mg; 

-soluţie apoasă I% de glutaraldehidă 1ml; 
-reactiv Fehling. 

Mod de luau: 
Înlr-un pahar Berzelius se introduc I 00mg urează şi 75mg BSA, peste care se adaugă 

11111 soh:ţie apoasă 1% de glutaraldehidă. Amestecul format se omogenizează bine prin 
amestecare cu o baghetă la temperatura camerei. după care se toarnă pc o folie de plastic 
plasată pc fondul unui vas Pctri. Se acoperă vasul şi se păstrează în frigider (la max. +4°C), 
până la fonnarea unei membrane (7-10 zile). Se desprinde membrana de pe fbhc şi se spală 
cu apă d1stilali'l pân[I la înJepărtarea totală a aldehidei nereacţionale (reac\ie Fchling 

111:gu11vă in apa di: spulari:). Se p.'blrea1ă la frigiJcr, în apă Jistilată. 
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11.2.3.lmobilizareat uree.zel pe colagen 

Colagenul, proteină inertă şi biocompatibilă, dar fără valoare alimentară, eslc 1111 

suport convenabil pentru imobilizarea biocatalizatorilor (enzime, culturi de celule, ccluk 

deshidratate etc.). 
Datorită elasticităţii ridicate a colagenului, imobilizaielor obţinute li se pot da divcr..;c 

forme (membrane, filme, filamente etc.), pretându-se la utilizări multiple, de la bioreactoan., 

la biosensori. Se pot aplica toate cele trei metode de imobilizare caracteristice (complexare<1 

macromoleculară, co-reticularea cu glutaraldehidă sau electrodepunerea), în timc\ic lk 

natura biocatalizatorilor ca şi de scopul final în care urmează a fi folosit imobilizatul. 

Metoda cea mai simplă este complexarea macromoleculară care constă în indud..:11.:a 

enzimelor în colagen, urmată de obţinerea membranei, sau în impregnarea memhranck,r 

preformate de colagen cu soluţii de enzime. Procedeul, pur fizic, se bazează pe formart'.a 

unor interacţii proteină-proteină şi este aplicabil şi culturilor de celule, nefiind nociv penin 1 

acestea. 
Co-reticularea enzimă-colagen în prezenţa unui agent difuncţional (de ohic'-'i 

glutaraldehidă), deşi conferă imobilizatelor o stabilitate mai mare, este distructivă peni rn 

celulele vii, fiind folosită în special pentru imobilizarea enzimelor. 

Se pretează imobilizării pe colagen enzime ca: ureaza, invertaza, catalMa, 

,8-galactozidoza, glucozoxidaza etc. 

Un parametru caracteristic enzimelor imobilizate pe colagen este "capacitalca de 

încărcare" prin care se înţelege activitatea enzimatică a enzimei imobilizate raportată la I g 

de complex enzimă-colagen. 

În tabelul nr.5 sunt indicate câteva valori ale "capacităţii de încărcare" pentru o sem: 

de membrane de tip enzimă-colagen. 

Tabelul nr.5 

"Capacităţile de Încărcare" ale unor membrane de lip colagen-enzimă 

Nr. 
Activitatea specifică a "Capacitate.a de încăr 

Enzima enzimei libere (U/mg complexului colagen-
crt. 

,, 
care a 

enzimă 

proteină) (U/g complex) 

l Catalaza 3000 7140 
.. 

2 ,8-Galactozidaza 50 3500 
-· --------. -----------

3 Lisosim 8500 2500 
-- -- --------- ------ ---~--------- -----· 

4 Papaina 12.7 600 
- -----1------. ------·-- ·----· -- - ··--- .. - ------- --- ----- ------ ---- --- .. - --- ---- -

5 ( i I ucozox i<laza 118 475 
-·--·-- -- .. - ·- ------- ------ ·------ -- - ·•-· -- -·- ---· -·-- ---· - . 

6 lnvataza 100 450 
... -------- -·-- - --·- - ----- --- ---- - ·---

7 J\sparagimt1a 300 200 

I 
8 l .'rl·a1a 10 250 

1-1 
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11.2.3.1.Co-retlcularea ureazei cu colagenul 
Materiale şi aparatură necesare: 

-colagen 2g; 

-acid acetic glacial; 

-NaOH 0,IN; 
-urează 200mg; 

-glutaraldehidA (soluţie apoasă 25%) 0,2ml; 

-reactiv Fehling; 
-pH-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
2g colagen se omogenizează bine cu o cantitate minimă de acid acetic glacial, până la 

formarea unei paste semifluide, după care se neutralizează (printr-o biuretă) cu o soluţie 

apoasA de NaOH 0,IN la pH=6, sub agitare, în prezenţa unui pH-metru. Amestecul astfel 

obţinut se dilueazl cu apă distilată, într-un balon cotat, până la o concentraţie finală (în 

colagen) de I% (Atenţie: se vor nota volumele de acid acetic şi de soluţie de NaOH O, I N 

folosite pentru a se putea deduce volumul de apă necesar diluării). 

Dispersia de colagen astfel formată se introduce într-un pahar Berzelius şi se adaugă 

200mg ureazA. Se omogenizează amestecul, după care se adaugă treptat,sub agitare, 0,2ml 

soluţie 25% de glutaraldehidA. Amestecul format se toarnă în strat uniform pe o folie de 

plastic sau de aluminiu plasat! pe fundul unui vas Petri. 

Se acoperă şi se lasă la frigider pentru formarea unei membrane (7-10 zile). 

Membrana formată se desprinde de pe folie şi se spală de repetate ori cu apă distilată, 

până când apa de spălare nu mai prezintă reacţia Fehling. Membrana se păstrează în frigider, 

sub un strat de apă distilată. 

Observaţie: În varianta complexării macromoleculare, enzima se adugă direct • Ia 

dispersia de colagen, se agită amestecul şi se trage sub formă de membrană. Deoarece în 

dispersie colagenul macromolecular există în starea sa nativă microfibrilară, el poate 

participa la interacţii cu moleculele enzimei, aceste interacţii fiind facilitate de etapa 

ulterioară de uscare a membranei, care apropie razele moleculare ale celor două proteine. 

Ca procedeu, la dispersia de colagen obţinută în modul descris mai sus se adaugă 
cantitatea dorită de enzimă (sub formă de soluţie într-un volum minim de apă distilată). 

Raportul cantitativ enzimă/colagen poate varia între O, I -0,3 (în greutate, faţă de produşii 

uscaţi). Amestecul se omogenizează bine, după care se transformă în membrană, iar aceasta 
se prelucrează prin metoda descrisă anterior. 

-45-
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11.2.3.2.Determinarea cantităţii de enzimă legată pe colagen 

În cazul imobilizatelor pc colagen, cantitatea de enzimă legală nu poale fi dclcrrni11,1t,1 

prin metodele uzuale de analiză a proteinelor, apărând interferenţe cu suportul. ~i el , , 

proteină. 

Cum însă majoritatea enzimelor conţin cantităţi aprcciahilc de triplolim ~i c1sL·111c, 

aminoacizi absenţi în colagen, se folosesc două metode de analil'.ă: ddl.'n11111;11 •·' 

triptofanului şi (sau) a cisteinci. 

A.Determinarea enzimei legate prin analiza triptofanului 

Metoda se bazează pe reacţia de culoare a triptofanului cu reactivul c11 1'-di111t.:t ii 

aminobenzaldehidă, determinările fiind speetrofotometricc (în raport cu o n1rhă d,t!,111 

trasată anterior). 

Materiale necesare: 

-NaOH IN 1ml; 

-H2S04 21,4N 9ml; 

- p-dimetil-aminobenzaldehidă 30mg; 

-NaN02 0,04% (soluţie proaspăt preparată) O, 1 ml; 

-membrana colagen-enzimă (obţinută prin complexare macromoleculară) 20-10111g 

(produs uscat). 

Mod de lucru: 
Cantitatea de membrană luată în probă se taie mărunt şi se dizolvă în I ml Na< '1 I 

soluţie IN. La amestecul format se adaugă, pc rând, în mici porţiuni, sub agitare şi răcim 

exterioară cu gheaţă: 9ml H2S04 soluţie 21,4N şi 30mg p-dimetil-aminobenzaldchidă. 

Amestecul se lasă apoi în repaus timp de o oră, la întuneric. 

După trecerea acestui timp, se adaugă în amestec, sub agitare, O, 1 ml soluţie ap( iasă de 

NaN02 0,04%; apare o coloraţie albastră. 

După 30 min. se citeşte absorbanţa amestecului la 600nm, folosrnJ un 

spectrofotometru. În paralel se citeşte şi absorbanţa pentru o probă martor, care se oh(ine 

prin procedeul descris mai sus, dar fhră p-dimetil-aminohcnzaldchidă. 

Curba etalon se construieşte utilizând 9-10 concentraţii diferite de enzimă soluhila (cu 

care se lucrează în modul descris mai înainte pentru memhrana de imohilizal), pe cure sl' 

interpolează proha. 

Ohscrvatii: 

I )Membranele "alhc" de colagen ( care nu contm enzimă) nu pro1111ă o ah,"rh.i1 ''" 

Jctcctahi lă. 

2)În cazul mcmhranclor ohtinulc prin con:licularc cu gl11taraldd1id;1. 1n,;..l11l 1h 1111. rn 

este ascmănălnr, Jar sc va aplica o inversiune în L'lapclc dl'lcnni11Mi1 ~i a1111111l.:: 

-4(,. 
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-proba de membrană se incuhează în 9ml H2SO4 21,4N la întuneric, până la 

Jizolvare completă. Acest stadiu este preliminar tratării cu soluţia de NaOH IN; 

-în continuare, se adaugă :,oluţia de NaOf I I N şi apoi p-dimetil-aminobenzaldehida. 

Se lucrează apoi mai departe conform procedeului descris pentru membrane obţinute 

prin complexare macromoleculară. 

Jt Determinarea enzimei legate prin analiza cisteinei 

Metoda reprezintă o modificare a procedeului Roston, în care cisteina, tratată cu o 

cantitale cchimoleculară de noradrenocrom conduce la un produs specific stabil, de culoare 

galbenă, care se determină colorimetric. Alţi compuşi care conţin grupe -SI-I nu 

reac\ionează în condiţiile respective. 

Materiale necesare: 

-norepinefrină 400mg; 

-acid ascorbic 7,6mM 1ml; 

-fericianură de potasiu 7,6mM 1ml; 

-NaHSO3 l,9mM; 

-tampon fosfat de sodiu 0,IM, pH=7,5; 

-probă de membrană colagen-enzimă. 

Mod de lucru: 

I 0 Prepararea reactivului: 

Pentru formarea noradenocromului, se procedează astfel: la un amestec format din 2ml 

(400mg) norepinefrină, 5ml tampon fosfat de sodiu 0,IM, pH=7,5,şi 15ml apă distilată se 

adugă 1ml soluţie apoasă de fericianură de potasiu 7,6mM. Se agită pentru o bună 

omog1:mizare; formarea noradenocromului este completă dupJ 2 min., când apare o coloraţie 

galben-roz. Coloraţia galbenă, datorată excesului de fericianură, se îndepărtează prm 

adăugarea a 1 ml solutie apoasă de acid ascorbic 7,6mM. Rămâne coloraţia roz specifică 

noradcnocromului. 

Stabilitatea acestui reactiv este un factor critic al metodei. Cum pentru fiecare test cu 

proba de analizaL (conţinând cisteină) ce va fi descris în continuare se utiJizează aprnx. 

O, 13ml reactiv ( corespunzând la aprox. 2mg norepinefrină), se recomandă ca între două 

determinări rcal:tivul să se păstreze în frigider. 

Coloraţia galbenă, datorată excesului de fericianură, trebuie îndepărtată atent şi 

comph:t prin tratare cu acis ascnrhic. De aceea, se recomandă ca Ia prepararea reactivului cu 

noradc1io~rom să se lucreze într-un vas Erlcnmcycr de 50ml, cu agitare mecanică, pentru 
asig1nar~..i uimi conlac\ intim ul ,;,1hstan\clor li)lositc. 
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2°Tcstclc cu probele de analizat: 

•Pentru determinarea cisteinei din enzima liberă, se va folosi o solutie proaspătă 

formată prin dizolvarea enzimei în 10ml apă distilată (aprox. 10-aM enzimă), iar din această 

solutie se iau pentru un test 2ml. 

Cei 2ml probă de analizat se tratează cu 0,13ml reactiv cu noradenocrom. Se agită 

amestecul, se observă apariţia coloraţiei galbene formată în urma reacţiei cisteinei cu 

noradenocromul. Coloraţia atinge un maxim al intensităţii după 7 min., rămânând stahilă 

alte 8 min. in perioada de stabilitate a culorii, după 1 O min. de la amestecarea probei de 

analizat cu reactivul, se adaugă câteva picături de soluţie apoasă de NaHSO3 l,9mM şi se 

agită amestecul. După 0,5-1 min. de la adăugarea bisulfitului se măsoară absorbanţa probei 

la 415nm, cu ajutorul unui colorimetru. Folosind probe cu concentraţii crescătoare de 

enzimă liberă, se observă o creştere liniară şi rapidă a absorbanţei cu concentraţia cisteinei 

din probă, până la atingerea unui palier corespunzând unei concentraţii de 3-10-8M enzimă 

în probele testate. 

Atenţie! Testul este foarte sensibil la variaţiile de pH ale mediului. 

•Pentru determinarea cisteinei dintr-o membrană enzimă-colagen, enzuna şt 

suportul se vor hidroliza în prealabil la aminoacizii componenţi. 

Hidroliza se realizează acoperind cu o soluţie apoasă de NaOH 1 OM membrana 

obţinută prin imobilizare, fin măruntită. Amestecul se incubă 96 ore la 4°C, cu agitare 

ocazională. Se obţine o soluţie limpede, al cărei pH se corectează la 7,5 prin titrare cu HCI 

lOM (obligatoriu cu ajutorul unui pH-metru). 

Din solu\ia rezultată se iau pentru analiză 5ml. Modul de determinare a cisteinei din 

probă este identic cu cel descris anterior, pentru probele de enzimă liberă. 

Cantitatea de enzimă reţinută prin imobilizare pe colagen se deduce în raport cu o 

curbă etalon trasată anterior cu probe de soluţii apoase de enzimă liberă, de concentraţii 

cuprinse între I o-R şi 3 • I o.s enzimă. 

11.2.4.Determinarea activităţii ureazei imobilizate în funcţie de concentraţia 
substratului 

Metoda se aplică pentru toate imobilizatele a căror obţinere a fost descrisă anterior 

(paragrafele 11.2.1., 11.2.2. şi 11.2.3.) şi constă în dozarea colorimetrică a NH3 pus în lihcrtatc 
prin hidroliza enzimatică a urcci. 

Reactivi nece.,·ari: 

-solu\ic tampon fosfat 0,6M, pi 1=7: 

-reactiv Ncsslcr (vezi anexa): 

-standard: ~.64Jg sulfat Je amoniu Jizolvat în 500ml apă Jistilată (1:on\inc X0~unoli 
NIi/mi): 

--IX 
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-substrat: soluţii de uree 1-6% în tampon fosfat 0,6M, pH=7; 

-HCI IN. 

Mod de lucru: 
În 5 eprubete se pipetează câte 1ml soluţie substrat de concentraţii crescânde: I%, 2%, 

3%, 4% şi 6%. 
Se introduce membrana· de enzimă imobilizată în prima eprubetă. Reacţia are loc prin 

agitarea eprubetei la temperatura camerei, timp de 5 min. După expirarea acestui timp se 
scoate imobilizatul ( care se spală de 2-3 ori cu apă distilată înainte de a-l introduce în 
următoarea eprubetă cu soluţie de substrat), apoi se adaugă la probă 1ml HCI lN. 

Din amestecul de reacţie se iau 1-Jml peste care se adaugă 7-8ml apă distilată şi 1ml 

reactiv Nessler. Se agită şi se citeşte absorbanţa la l=480nm. 
În paralel, se efectuează o probă martor, lucrând cu 1ml soluţie standard (în loc de 

soluţie de substrat) şi fără enzimă. 
Se foc determinări similare şi pentru celelalte probe, cu concentraţii crescute de 

substrat. 
Calculul activităţii enzimatice (AE) se face după relaţia: 

AE = A480probă/minx dilu ţie x 80 
A480s tandard x mg enzimă/ml ' 

unde: A.80=absorbanţa citită la 480nm. 

Se alcătuieşte un tabel de tipul următor: 
Tabelul nr.6 

Proba nr. Concentraţia soluţiei de substrat (%) 

1 1 

2 2 

3 3 

4 4 

s 6 

Ais0nm Activitate enzimatică 

Se va tr~a şi graficul variaţiei activităţii enzimatice în funcţie de concentraţia 

substratului. 

Anexă: 

Reactiv Nessler 

a)Substan/e necesare: 
-I lgC12 6g; 

-Kl 12,4g; 
-K<>I I 20g. 
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b)Prepararea reactivului: 
Se dizolvă 6g HgC12 în 50ml apă distilată şi se încălzeşte solutia pe baie de apă lc1 

80°C, după care se adaugă o solutie formată din 7 ,4g Kl în 50ml apă. 
Se omogenizează şi se răceşte amestecul, după care se filtrează la trompă, pentrn 

separarea Hgl2 precipitată, care se spală de câteva ori pe pâlnia Buchner cu apă, pentru 

îndepărtarea urmelor de Kl adsorbită. 
Urmează dizolvarea Hgl2 şi trecerea sa în complex mercuric. Pentru aceasta, se ia 

precipitatul de Hgl2 cu o soluţie formată prin dizolvarea a 5g Kl într-o cantitate minimă de 

apă distilată şi se introduce totul într-un balon cotat de 100ml, la care se adaugă 20g KO! I 

dizolvat într-un volum minim de apă. 
Se răceşte soluţia formată şi se aduce la 100ml cu apă distilată. După depuncrcc1 

precipitatului solid format ca o opalescenţă, se sifonează supematatantul într-un flacon de 

culoare închisă, care se păstrează la întuneric. 

11.2.5.Aprecieri comparative 
După imobilizarea ureazei prin cele trei metode descrise (paragrafele 11.2.1., 11.2.2. şi 

11.2.3.), se va întocmi un tabelcomparativ: 

Tabelul nr.7 

VariaJia activităJii enzimatice a ureazei imobilizate, înfimcJie de 

concentra/ia substratului 
---

Metoda de imobilizare Concentraţia solutiei de substrat(%) Activitate enzimatică 
1 

-- -----

Co-reticulare cu 
2 

------

gelatină 
3 

- -·-

4 
-·----

6 
-----·--

1 
------- -

2 
Co-reticulare cu --

BSA 3 
4 

-----

--
6 
1 

--

Includere în 2 
3 

-

colagen 
4 

--
6 

-~-- --

Pc ha1a acestui tahcl, se vor trage concluzii asupra metodei de imohilizarc care 
conduce lc1 oh\incrca aductului cu cca mai ridicată activitate enzimatică. 

SO-
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11.3.Mctodc de lmohllizarc a chlmotripslnel 

Chimotripsina. o cndopeptidază obţinută prin activarea chimotripsinogenului din 

pancreasul de porc, arc aplicaţii multiple în special în scindarea amestecurilor racemice ale 

unor esteri aromatici optic activi, ca şi în sinteza unor peptide (aspartam, glutation), în 

reacţia plasteinelor etc. 

Cele mai utilizate metode de imobilizare pe suporturi a chimotripsinei sunt cele 

chimice, de legare covalentă pe suporturi preactivate (în special pe cele cu structură 

polihidroxilică) şi prin reticulare cu reactivi polifuncţionali. 

11.3.1.Imobillzarea chlmotrlpslnel pe agarozi şi agaroză activată 

11.3.1.1.Imobllizarea pe gel de agaroză 2% activat cu oslranl 

Gelul de agaroză 2% a fost perlat şi activat cu 1,4-butandiol-diglicidileter (pag.28). 

Materiale necesare: 

-gel oxiranic de agaroză 2%, perlat şi activat; 

-NaHCO] 0,5M; 

-a-chimotripsină; 

-tampon borat de sodiu O, IM, pH=8,5 (în NaCI IM); 

-tampon acetat de sodiu O, 1 M, pl-1=4, 1 (în NaCI IM); 

-tampon acela de sodiu 0,01 M, pH=4, 1. 

Mod de lucru: 

I 0g gel de agaroză 2%, perlat, uscat şi activat cu 1,4-butandiol-diglicidileter (pag. ), 

depus şi filtrat, se suspendă sub agitare magnclică în 25ml NaHCO3 0,5M, iar în suspensia 

agitată se adaugă 50mg chimotripsină. Reacţia decurge timp de 5 ore, sub agitare, Ia 

temperatura camerei. 

lmohilizatul obţinut se separă prin filtrare la presiuinc redusă şi se spală pe pâlnia 

Buehner, în ordine, c·u unnătoarele soluţii: 

-tampon borat de sodiu O, 1 M, pi 1=8,5 (în NaCl IM): 

-tampon acetat de sodiu O, IM, pi 1=4, I (în NaCI 1 M): 

-tampon acetat de sodiu 0,0 IM, pi 1=4, I. 

lmohilizallal se păstrează în ultimul tampon, la 4°C. Conţinutul în enzimă al aductului 

este de aprox. 50mg proteină/g produs uscat. 

Activitatea enzimatică a aductului, determinată fată de o solutic 0,0 IM de ester etilic 

1tl N-acctil-L-tirozinci in KCI 0,05M este optimă la pi 1=9,3 şi reprezintă 20% din ccu a 

c11✓imci nutivc, ta,a de acdaşi substrat, la pi 1=7,9. 

11.3. 1 .2.lmohlll:,arc pc Scphuo:,il 68 activată cu p-hcn:wchlnoni 

( ·a suport se folmc~tc un gel pcrlut (reticulul sau nu), Jc Srpharnd1 6B, prl·act1vată cu 
hl'll/llChl!hlllil (rag.~O). 
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Materiale necesare: 

-chimolripsină 150mg; 

-gel depus şi activat de Sepharoză 6B 10ml; 

-tampon fosfat de sodiu pH=8 (O, 1 M); 

-glicină I g; 

-tampon acetat de sodiu 1 M, pH=4 (0,01 M); 

-NaHCO3 O, 1 M, pH=8,5; 

-KCI IM. 

Mod de lucru: 

Într-un flacon de 150ml se omogenizează sub agitare magnetică un amestec formal din 

150mg chimotripsină şi 10ml gel depus, activat, de Sepharoză 6B în 20ml tampon fosfal de 

sodiu O, 1 M, pH=8. Reacţia durează 24 ore la temperatura camerei, cu agitare ocazională. 

Pentru îndepărtarea excesului de grupe chinonice se adaugă în amestecul de reaqie I g 

glicină şi se mai lasă încă 24 ore la temperatura camerei, agitând ocazional. Gelul fonnat se 

filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnie, în ordine, cu următoarele soluţii: 

-acetat de sodiu IM, pH=4; 

-NaHCO3 0,lM, pH=8,5; 

-KCI IM, 

şi în final cu apă distilată. 

Imobilizatul se păstrează la frigider (+4°C), în apă distilată; aductul con\ine aprox. 

100mg enzimă/g material uscat. 

Fa\ă de esterul etilic al N-acetil-L-tirozinei (ca substrat), activitatea enz~matică 

remanentă a imobilizatului este de 78% ( din activitatea enzimei native). 

Prin acelaşi procedeu se poate imobiliza şi ribonucleaza, activitatea sa remanentă fiind 

de 97% fa\ă de 2,3-difosfatul citidinei ca substrat. 

11.3.2.Imobillzarea chlmotrlpslnel pe celuloze modificate cu s-trlazlne 

Materiale necesare: 

-celuloză activată sub formă de derivat amino-clor-s-triazinic (pag.31 ). uscată prin 
filtrare la trompă; 

-NaOl I O, 1 N; 

-tampon fosfat 0,05M, pi 1=8; 
-tampon fosfat 0,05M, pi 1=8 în NaCl 1 M; 

-tampon fosfat 0,05M. pi 1=7. 

Mod de lucru: 

Pentru a se asigura o legare cât mai puternică a enzimei, se va lucra cu un raport 

enzimă-suport uscat corespunzând unei soluţii de enzimă în tampon de conccntra1ic 5g/l ~i 
I0-50g suport. 
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O susix,-nsie de celuloză activată sub fonnă de derivat amino-clor-s-triazinic în tampon 

fosfat 0,05M, p11=7 se ajustează, sub agitare magnetică, cu NaOH 0,1N la pll=8. 

La această suspensie se adaugă sub agitare soluţia de chimotripsină în tampon fosfat 

0,05M, pH=8. Se continuă agitarea blândă la 20°C, timp de 18 ore. Imobilizatul se filtrează 

la trompă şi se spală pe pâlnia Biichner, în ordine cu: 

-tampon fosfat 0,05M, pH=8; 

-tampon fosfat 0,05M, pH=8 în NaCI IM; 

-tampon fosfat 0,05M, pH=8. 

Enzima imobilizată se stochează în ultimul tampon, la +2°C. 

Observaţii: 

l)Dacă se utilizează ca suport CMC activat sub fonnă de derivat amino-1-clor­

triazinic, randamentul imobilizării enzimei este de 48%, iar activitatea remanentă a 

imobilizatului este de 46%. 

2)Dctcnninarea activităţii chimotripsinei imobilizate se face faţă de esterul etilic al 

N-acetil-L-tirozinei ca substrat (pag.55). 

11.3.3.Imoblllzarea chlmotrlpslnel prin reticulare cu glutaraldehldă 

Chimotripsina poate fi reticulată direct cu aldehida glutaricA, sau co-reticulatA cu un 

suport insolubil activat cu grupe -NH2. 

11.J.3. I .Reticularea directă 

Materiale necesare: 

-a-chimotripsină pulbere 

-tampon acetat 0,2M, pH=6, sau 

-tampon fosfat O, 1 M, pH=6,8; 

500mg; 

-solu\ie apoasă 2,5% de glutaraldehidă; 

-lisină sau ctanolamină. 

Mod de lucru: 

Varianta A 

500mg chimotripsină se dizolvă în 5ml soluţie tampon acetat 0,2M, pH=6 (sau tampon 
fosfat O, IM, pi 1=6,8). 

Peste solu\ia astfol fonnată se adaugă, în picături, sub agitare magnetică, 2ml soluţie 

apoasă 2,5%, de glutaraldehidă. Reticulatele cu cele mai înalte activităţi enzimatice se obţin 

cu com:en1ra1ii de 0,3-0,6% de glutaraldehidă în amestecul de reacţie. 

Amestecul de reac\ic se agilă 1-3 orc la temperatura camerei. Se ohscrvă, după I 0-30 
min., apari\ia unui g1:I. 
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După epuizarea timpului de reacţie, gelul obţinut se filtrează, se dispesează prin agitare 

energică în apă distilată şi se spală la presiune redusă, pe pâlnia Biichner până la 

indepărtarea totală a aldehidei glutamice nereacţionate şi a enzimei nereticulate (ambele se 

depistează în apa de spălare la Â.=280run). _ 

Varianta B 
Gelul obtinut prin reticulare după metoda descrisă la varianta A, se introduce într-o 

seringă metalică şi se dispersează sub agitare în apă distilată, prin picurare cu ajutorul acului 

seringii. Dispersia obţinută se centrifughează timp de 15 min., iar gelul decantat se 

resuspendă în apă. 
Operaţia de c~trifugare şi spălare cu apă distilată se repetă până ce supematantul (apa 

de spălare) nu mai prezintă absorbţie la 280run. 
Imobilizatul obţinut fie pe calea A, fie pe calea B, se suspendă peste noapte în 20ml 

soluţie de lisină (sau de etanolamină) 0,lM în tamponul utilizat la reticulare (acetat 0,2M, 

pH=6 sau fosfat 0,lM, pH=6,8), după care se spală cu apă distilată, prin filtrare la presiune 

redusă sau respectiv, prin centrifugare. 

Aductul se păstrează la frigider, în apă distilată. 
Metoda de imobilizare poate fi folosită şi la tripsină (tabelul nr.8), dar este indicată 

pentru chimotripsină, când se obţin imobilizate cu activitate remanentă mult mai mare, în 

special la pH=5. 
Tabelul nr.8 

Activitatea enzimatică a chimotripsinei şi a tripsinei bovine reticulate 

cu g/utaraldehidă 

Enzime 
pH-ul Activitatea enzimatici a Activitatea enzimei Activitatea 

reticul4rii enzimei libere (U.1./mg) imobilizate (U.1./mg) remanentă 

5 42 8 19 
Tripsină 

7 42 7,4 17,6 
5 243 138 56,8 

Cbimotripsină 
7 243 106 43,6 

11.3.3.2.Co-reticularea chimotripsinei cu aminoetilceluloză (AEC) şi 

glu taraldehldă 

Acesta este un exemplu de reticulare a enzimei în prezenţa unui suport insolubil, 
activat cu grupe NH2 (AEC). 

Materiale necesare: 

-AEC l0g; 
-NaOl I O,SM; 
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-tampon fosfat 0,05M, pH=7; 

-glutaraldehidă; 

-NaCl IM în tamponul fosfat. 

Mod de lucru: 
Înainte de reticulare, aminoetilceluloza se 9ţ:>ală prin dispersare în NaOH 0,5M (~Oml 

soluţie NaOH/g AEC uscată). Se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnie cu apă 

distilată, până la reactia neutră a apei de spălare. 
1 0g AEC spălată şi uscată prin filtrare Ja presiune redusă se dispersează sub agitare 

magnel ică într-o solutie de tampon fosfat 0,05M, pH=7, aducându-se la un volum total de 

240ml cu tamponul. 
În dispersia astfel formată se adaugă treptat şi sub agitare, 20ml soluţie apoasă de 

glutaraldehidă 25% (greutate/volum). Se agită amestecul de reactie 2 ore la temperatura 

camerei, după care se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnie, . de 5 ori, cu câte 

I 00ml tampon, pentru îndepărtarea aldehidei nereacţionate. 

Gelul-suport filtrat dup! sp!lare se resuspendă în aprox. 100ml soluţie tampon fosfat 

0,05M, pH=7, iar în dispersie se adaugă, sub agitare moderată, o cantitate de enzimă 

corespunzând unui raport de I 00mg chimotripsină/g AEC reticulat! cu glutaraldehidă, 

dizolvată într-o cantitate minimii de apă distilată Se aduce volumul total al amestecului de 

reactie la 200ml cu soluţie tampon fosfat şi se continuă agitarea la temperatura camerei, 2 

ore. 

După terminarea reacţiei, se filtrează reticulatul la presiune redusă şi se spală repetat 

cu o soluţie de NaCl 1 M în tamponul fosfat utilizat la reticulare, până la îndepărtarea totală 

a enzimei neimobilizate (absenţa maximului de absorbţie la 2ROrun în soluţia de sp!lare). 

Imobilizatul filtrat se păstrează la frigider, în apă distilată. 

Prin aceeaşi metodă se pot co-reticula pe AEC tripsina şi ~galactozidaza. Imobilizatul 

cu tripsină are o activitate enzimatică remanentă de 75%. 

U.3.4.Determlnarea activităţii chlmotrtpsinei libere şi imobilizate 

Metoda se bazează pe saponificarea enzimatică a esterului etilic al clorhidratului 

tirozinei (TEE-HCI) la pH=6,25. la 25°C. Ionii W rezultaţi sunt titraţi potenţiometric. 

Materiale şi aparaturtJ necesare: 

- TEE-HCI 6,1425g; 

-NaCl 14,6125g; 
-NaOH I N şi 0,02N; 

-a-chimolripsină liberă sau imobilizată; 

-pi 1-.mclru cu electrod mixt standardizat; 
-crnnomctru. 
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a)Prcgătirea substratului 

Biocataliwtori imobili::aţi Îl1 sirrteza unor !Jufat,111/t' l,i,){1< 11w 

Într-un balon cotat de 1000ml se dizolvă 6,1425g ester (TEE·HCI) şi 14,6125g Na( 'I i11 

500ml apă distilată. Se adaugă 25ml NaOI I 1 N, se agită şi se completează la semn cu ap,î 

distilată. 

b )Hidroliza enzimatică a substratului 

Într-un vas de reacţie de I00-150ml, cu pereţi dubli, se pipetează 40ml solu\ic de 

substrat TEE·HCl şi se termostatează la 25°C±O,IO. După echilibrarea temperaturii di11 vas, 

se ajustează soluţia la pH=6,25 prin titrare cu NaOH O, I N, sub agitare magnetică. 

Se adaugă 1ml soluţie apoasă de a"-chimotripsină 0,05% (sau o . cantitate 

corespunzătoare de imobilizat care conţine echivalentul în greutate de a-chimotripsină). Se 

continuă agitarea şi se pune imediat în funcţiune un cronometru„ 

PH-ul amestecului de reacţie se corectează la 6,25±0, 1 O prin titrare cu NaOH 0,02N. 

Se fac trei determinări, luându-se media lor. 

Activitatea enzimatică a chimotripsinei se exprimă prin formula: 

u/mg = ~~-~ , în care: 
G . 

v= valoarea medie a numărului de ml de NaOH 0,02N consumaţi la titrare în 
• decurs de un minut; 

• C= 0,02 (concentraţia în milimoli de ioni coo- neutralizaţi de 1ml NaOH 0,02N); 

G= cantitatea în mg de chimotripsină luată în lucru. 

O bună activitate enzimatică se înscrie în intervalul 0,036-0,044 U/mg. 

11.4.Imobillzarea pepsinei pe aearoză amlnată 

p-Fenildiamino-agaroza obţinută în modul descris la pag.22, poate reacţiona cu 

enzimele în prezenţa izocianaţilor ("reacţia celor patru componente'). 

În cazul pepsinei, aceasta se leagă de suport prin intermediul grupelor --COOH libere 

din resturile de a-aminoacizi dicarboxilici din lanţul polipeptidic. 

Materiale necesare: 

-p-fenildiaminoagaroză 

-acetaldehidă 

-pepsină 

-ciclllhcx i I iZlH.:ianat 

-lll'I IN; 

lOg; 

250µ1; 

250mg; 

250~tl; 

-tampon citrat de sodiu O, IM (în Na( 'I IM). pi I 4; 
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-tampon citrat de sodiu 0,0 IM, pH=4; 

-tampon acetat de sodiu O,IM (în NaCI IM), pl-1=5,4. 

Mod de lucru: 
lntr-un flacon se suspendă I Og p-fenildiamino-agaroză uscată în 40ml apă distilată, 

sub agitare magnetică moderată. La această suspensie se adaugă 250µ1 acetaldehidă, 

continuând agitarea încă 15min. La sîarşitul acestei perioade de timp se adaugă la amestecul 

de reactie 250mg pepsină dublu recristalizată, amestecată în prealabil cu 250µ1 

ciclohexilizocianat. Se continuă agitarea şi se menţine pH-ul amestecului la 5,6-6,0 (prin 

titrare cu HCI 1 N), timp de 6 ore. 

Produsul de reacţie se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnia Bfichner, în 

ordine, cu: 

-tampon citrat de sodiu O, IM (în NaCI IM), pH=4; 

-tampon acetat de sodiu O,lM (în NaCl 1M), pH=5,4 şi 

-t,ampon citrat de sodiu 0,01 M, pH=4. 

Imobilizatul de pepsină se păstrează la frigider (la +4°C) în ultimul tampon, la care ·se 

adaugă şi 0,02% azidă de sodiu. 

Aductul obţinut conţine în medie l 50-l 90mg pepsină/g produs uscat. 

Activitatea proteolitică a _pepsinei imobilizate se determină prin metoda Anson 

(pag.67). 

11.5.lmobillzarea 8-amllazei pe oxoagaroză, cu clclohexlllzoclanat 

Reacţia celor patru componente poate fi aplicată şi la imobilizarea unor enzime pe un 
gel perlat şi reticulat de agaroză 2% (pag.6), oxidat parţial fa oxoagaroză cu metaperiodat de 
sodiu (pag.24). 

Materiale necesare:. 

-oxoagaroză 1 Og; 

-tampon acetat de sodiu 0,4M, pH=6,5; 

-P.amilază 100g; 

-ciclohexilizocianat 200µ1; 

-tampon acetat de sodiu O,OIM în NaCI 0,5M, pH=4,8: 

-amidon; 

-acetat de sodiu 0,0 IM, pH=4,8; 

-acetat de sodiu O.OIM. 

M"J de l"cru: 
IOg oxoaganvă uscată (ohţinută prin oxidarea agarO?ei 2% perlate şi reticulate) se 

suspendă prin agitare magnetică moderată în 20ml tampon acetat de sodiu 0,4M, pi 1=6,5. 

'i7 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Biocqtn/tmtori imobi/izali în sinll!za unor suhstan/e biom.-11ve 

La dispersia formată se adaugă 100mg fi-amilază dizolvată în 5ml apă distilată şi 

amestecată cu 200µ1 ciclohexilizocianat. 

Amestecul de reacţie se agită uşor la temperatura camerei, timp de 6 ore, după care !ie 

filtrează imobilizatul la presiune redusă şi se spală pe pâlnia Biichner, în ordine, cu 

următoarele solu\ii: 

-acetat de sodiu 0,4M, pH=6,5; 

- acetat de sodiu 0,0IM în NaCl 0,5M, pH=4,8; 

-acetat de sodiu 0,0 IM, pH=4,8, la care s-a adăugat 0,5% amidon; 

-acetat de sodiu 0,0IM. 

Activitatea remanentă a enzimei din imobilizat faţă de o suspensie apoasă 0,5% de 

amidon la pH=4,8 este de aprox.40%. 

Aductul obţinut astfel poate fi folosit în instalaţiile de zaharificare a amidonului, având 

o stabilitate operaţională superioară enzimei native. Astfel, s-a observat că în timp cc /J­

amilaza activă incubată cu suspensia de amidon 0,5% la 60°C îşi diminuează dramatic 

activitatea după 25 de zile, imobilizatul îşi păstrează o activitate de 95% în aceeaşi perioadă 

de timp. 

. 
11.6.Imobilizarea amilo-1,6-glucozldazei pe gel de mercaptoagaroză activad 

Se lucrează cu două coloane legate în tandem, ca în figura nr.8. 

•Reacţia care are loc în coloana A: 

Agaroza:SSHH + fc\E/ /Ş A /S fc\/SH , '-=:AS __ .,. garoza,~ + ~ SH 

mercaptoagaroză enzimă rămâne în 
coloana A 

trece în 
coloana B 

•Reacţia care are loc în coloana B: 

C!XSII 
SII 

/s-s---© 
+Agaroză, o 

S-S---l_ \.-!) 
N 

/\garoZll-2-piridin­
disul fură 

(f) l"n11111a ( 1m1h1- I 6-glucn:tidaza) 

/S-SY'ci 
.. Agaroză '- ~ + 

S-S 

lmobil1l'at al enzimei, 2-tioptridină 
rămâne în coloana B (se cluca:tă din coloana B) 
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Figura nr.8 

Sistem de coloane pentro imobilizarea ami/o-1, 6-glucozidazei 

Coloană 11 reducătoare11 , umplută 
cu mercaptoagaroză 

Coloană 11adsorbatoare11
• umplută iai(ial cu 

agaroz~2-pimirHlisulfură 

Materiale necesare: 
-gel depus de mercaptoagaroză 

-gel depus de agarozo-2-pridin-disulfurA 

-amilo-1,6-glucozidază 

-soluţie de NaHCO3 IM, în EDTA lmM; 
-tampon acetat de sodiu 1 M, pH=4,8; 

-amidon; 

-tampon acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8; 

-EDTA. 

Mod de lucru: 

17ml; 

3,2ml; 

41,4mg; 

Se utilizează douA coloane din sticlă, cu lungimea de 25-30 cm şi diametrul de aprox. 
1cm, prevAzute la bază cu frite pe care se aşează un strat subţire de vatA minerali (figura 
nr.8). 

Coloana A se încarcă cu 17ml gel depus de mercaptoagarozA (conţinând 700µmoli 
Sl 1/g gel uscat), iar coloana B - cu 3,2ml gel depus de agarozo-2-piridin-disulfurA. 
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în coloana A se adaugă 2ml soluţie formată prin dizolvarea a 41,4mg amilo-1 /)· 

glucozidază în 6ml soluţie NaHCO3 O, 1 M (în EDT A I mM). 

Soluţia de enzimă este urmată în ordine de: 

-20ml soluţie de NaHCO3 1 M (în EDT A 1 mM); 

-tampon acetat de sodiu 1 M, pH=4,8; 

-30ml acetat de sodiu, conţinând 1 % amidon; 

-30ml acetat de sodiu 0,01M, pH=4,8. 

ATENŢIE! 

Pentru ca reacţiile să decurgă cantitativ, este obligatoriu ca soluţiile să se adauge cu 1111 

debit de alimentare al coloanei A de aprox. I Oml/oră. 

La sfârşitul experimentului, enzima imobilizată va rămâne în coloana B, care este gata 

pentru a fi folosită. 

II. 7.Imoblllzarea unor biocatalizatori prin encapsulare 

Microencapsularea este o metodă fizică de imobilizare a enzimelor, cduklur sau 

organitelor celulare, ca şi a extractelor celulare brute, a unor soluţii de enzime în hemolizate 

de globule roşii etc. 

Biocatalizatorii se includ astfel în celule artificiale, de dimensiuni foarte mici, cu 

membrane semipermeabile sintetice sau naturale. 

În funcţie de metoda de encapsulare utilizată, se pot obţine microcapsule de mărimi 

variabile, cu diametre cuprinse între 50µm şi 1mm, cu aplicabilitate multiplă în terapia 

medicală, de. la implantări intracorporale (aplicaJii locale sau injecturi) pentru tratamentul 

unor deficienţe enzimatice sau dereglări metabolice ale organismului, până la dispozitivele 

extracorporale de dializă. 

Metoda generală de encapsulare constă în dispersarea soluJiei sau a suspensiei apoase 

de bicatalizator într-un solvent nemiscibil cu apa, în prezenţa unui stabilizator de emulsii 

(emulgator). 

Membrana semipermeabilă, sintetică, a microcelulei poate fi preformată sau se poate 

forma "in situ" prin copolimerizarea unor monomeri (acrilici, vinilici, uretanici etc.) sau 

prin policondensare (membrane de tip nylon), în emulsia care conţine catalizatorul de 
imobilizat. 

Encapsularea este în ultimă instantă o variantă a includerii enzimelor în geluri 

polimerc, dar prezintă fa\ă de aceasta din urmă avantajul retcn\ici în micmcapsule a unor 
canlită\i mult mai mari de hiocatalizaturi. 

Mcmhranclc sinlclicc cele mai utilizate suni cele poliamidice, JL'. tip nyl,111, ca 11ylu11 
(' I l l: 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Bioaitp/izotori imobiliza/i în sime..a unor sub.van/e bioactive 

NI 1
2
N-{CH21-NH2 + nClCO-(CH2)s-COCl --11HCl + ... HN-(CH2)6-NI-I-CO-(CH2)s-CO ... 

Nylon 610 

O serie de enzime ca: ureaza, fosfataza alcalină, catalaza, anhidraza carbonică etc. se 

pot microencapsula pe această cale, folosind "metoda picăturilor". 

Metoda generală de encapsulare în membrane de nylon 

. Materiale necesare: 
-soluţie de hemoglobină 10%: 1 g hemoglobină dializată se dizolvă în 10ml apă 

distilată, dupA care se filtrează pe o hârtie Wattman 42. Se pot folosi şi hemolizate proaspete 

• de globule roşii, conţinând 1 0g hemog,obină/100ml; 
-soluţie (suspensie) de biocatalizator: enzima (sau un amestec de enzime 

multisecvenţiale), extractul celular, celulele sau amestecurile de enzime şi alte materiale 

(coenzime, honnoni etc.) se dizolvă sau se suspendă prin agitare magi,etică moderată în 

soluţia de hemoglobină (10g/100ml). Soluţiile sau suspensiile obţinute trebuie să aibă o 

concentraţie de I 0% în soluţia de hemoglobină; 
-soluţia alcalină de hexametilendiamină (stoc 1 ): 4,4g 1,6- hexametilendiamină, 

1,6g NaHCO3 şi 6,6g N~CO3 se dizolvă în apă distilată, într-un balon cotat, până la un 

volum total de 100ml. Soluţia obţinută se filtrează şi se păstrează în frigider, la +4°C, se 

poate folosi după 24ore; 

-soluţie stoc 2: se prepară prin amestecarea a 40ml clorofonn cu 160ml ciclohexan; 

-clorurii de sebacil 0,018M: se obţine adăugând 0;4ml clorură de sebacil la soluţia 
stoc 2, cu douA minute înainte de utilizare (Atenţie! Sticla de clorură de sebacil odată 

deschisă, conţinutul se deterioi:eazA rapid); 

-emulgator de tip apă în ulei: se folosesc 50ml Tween 20, sau nonilfenol etoxilat cu 

4 moli de etilenoxid (NF 40), sau alt emulgator de tip apă în ulei. 

Mod de luciu: 

Encapsularea se efctueazA într-un· flacon de sticlă de 150ml, prevăzut cu agitator 
magnetic, cu magnet de 4cm lungime. 

Clorura de sebacil dizolvată în soluţia stoc 2, împreună cu emulgatorul, se plasează în 

flaconul de sticlă. În caz că se lucrează cu enzime sau alte materiale de encapsulat în absenţa 
hemoglobinei, se amestecă materialul respectiv, direct, cu 3ml soluţie alcalină stoc 1. 

În cazul în care se foloseşte hemoglobina, enzima (sau .alt material de encapsulat) se 

adaug4 la un amestec format din 1,5ml soluţie stoc I şi 1,5ml s·oluţie de hemoglobină I 0%. 

Deci, în ambele cazuri, enzimele sau alte materiale ce urmează a fi encapsulate se 
utilizeazA în fazA apoa.ţă, în soluţia stoc I. 

3ml din acea.ţlă- fază apoasă (ce conţine substanţa de encapsulat) se plasează înt.r-o 
11eringă de sticlă (Atenţie! Plasticul poate fi atacat de hexamctilcndiamină), :,revăzuta, cu un 
ac de otel, care se alege în funcţie de diametrul microcapsulelor ce unnea?ă a se obţine. 
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Sub agitare magnetică, se picură conţinutul scringii în soluţia organică a clorurii de 

sebacil, prin plasarea acului la aprox. 1 cm apropiere de suprafaţa acesteia. 

După terminarea adăugării conţinutului seringii se mai agită moderat încă 5 mm., 

pentru definitivarea reacţiei. Microcapsulele cu membrană semipermeabilă de nylon se 

separă prin decantarea supematantului. Urmele de solvenţi din microcapsule se îndepărtează 

prin evaporare la presiune redusă, într-un exicator (Atenţie! Urmele de solvenţi organici pol 

degrada membrana microcapsulelor). Microcapsulele obţinute se păstrează în frigider, într-o 

soluţie apoasă de NaCI. 

11.8.Metode de imobilizare a tripsinei 

Tripsina poate fi imobilizată atât fizic cât şi covalent. Datorită caracteristicilor 

structurale ale acestei enzime utilizate la conversia unor substrate cu molecule mari, se 

folosesc mai ales metoda legării ionice, cea a imobilizării covalente pe suporturi preaclivate, 

ca şi metoda coreticulării enzimei cu suportul. 

11.8.1.Imobilizarea prin coreticulare cu glutaraldehidă pe aminoetilceluloză 
(AEC) 

Coreticularea care are loc în acest caz este o reacţie în două etape: 

}--NH2 + OHC-(CH2)rCHO _---. }--N=CH-(CH2h-CHO ş1 
AEC etapa 18 

}--N=CH-(CH2h-CHO + H2N ~~N=CH-(CH2h-CH=NH -~GD 
etapa a 28 

Materiale necesare: 

-AEC 10g; 
-tripsină; 

-NaOH 0,5M; 

-tampon fosfat 0,05M, pH=7; 

-gl utaraldehi dă; 

-soluţie NaCI 1 M 

Mod de lucru: 

AEC comercială se pretratează prin spălare cu o soluţie de NaOI I 0,5M . (20ml 

soluţie/g AEC uscat) şi apoi cu apă di~tilată, prin spălări repetate pc o pâlnie B[ 11n~r 1c.1 

presiune redusă, până cc apa de spi1larc prc.1inlă un pi I neutru 
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Etapa t• (activarea AEC) 
Într-un flacon gradat de 500ml, prevăzut cu agitare magnetică se introduc 1 0g AEC 

pretratată, suspendată ţntr-o soluţie tampon fosfat 0,05M, pH=7, până la un volum total de 

240ml. Se începe agitarea şi se adaugă 20ml soluţie apoasă de glutaraldehidă (25% 

greutate/volum). Se continuă agitarea timp de 2 ore la temperatura camerei. Suportul 

celulozic activat se filtrează la presiune redusă şi se spală pe pâlnia Biichner de 5 ori cu câte 

100ml soluţie tampon fosfat 0,05M, pH=7, pentru îndepărtarea glutaraldehidei 

nereacţionate. 

Etapa 28 (fixarea enzimei) 
AEC activată, spălată şi filtrată se suspendă, în flaconul gradat, în 20ml soluţie tampon 

fosfat, la care se adaugă sub agitare soluţia sau suspensia enzimei obţinută dintr-o cantitate 

de enzimă corespunzând unui raport de 100mg tripsină/g AEC modificată, într-un volum 

minim de tampon fosfat. 
Volum11I total al amestecului de reacţie se aduce la 200ml cu tamponul fosfat 0,05M, 

pH==7. După o agitare blândă timp de 2 ore la temperatura camerei, se filtrează imobilizatul 

la presiune redusă şi se spală de câteva ori cu tamponul fosfat conţinând un volum egal de 

NaCl IM, pentru îndepărtarea enzimei n~imobilizate. 
O imobilizare optimă a enzimei se realizează cu o concentraţie de ce] puţin 1 % şi cel 

mult 10% greutate/volum de glutaraldehidă/AEC luată în reacţie. 

Activitatea enzimatică remanentă a imobilizatului de tripsină este de 75%, iar 

conţinutul în enzimă al aductului este de aprox. 70mg/g material uscat; din enzima supusă 

imobilizării, este reţinută o cantitate de 63%. 

Se observă o creştere a stabilităţii termice a enzimei imobilizate, ca şi o deplasare a 
pH-ului optim de reacţie a acesteia. 

11.8.2.Imobllizarea tripsinei prin legare covalentă pe alcool polivinilic reticulat 

Această metodă se utilizează mai ales în cazul în care imobilizatul urmează a fi folosit 

ca suport afin pentru izolarea unor inhibitori naturali . ai tripsinei, prin cromatografie de 
afinitate. Deoarece atât tripsina cât şi inhibitorii săi naturali sau alte substrate specifice sunt 

molecule voluminoase, se recomandă ca enzima să nu fie legată direct pe suprafaţa 
suportului, pentru a se evita împiedicările sterice, care limitează drastic difuzia substratului 
la centrii activi ai enzimei. 

De aceea, alcoolul polivinilic (PV A) activat cu BrCN va fi cuplat cu acid &-

aminocaproic, pentru introducerea unui "spacer" cu grupe -COOH terminale: 

ţO'c=NII + IIN-(CIJi)s-C(X)II ------ţ O -g-Nl{-(CH2)s-COOH 
o/ OII 

PVA 
. Acid t.·-aminocaproil: 

activat 
cu BrCN (pag.I I) 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro
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Etapa propriu-zisă de imobilizare constă în cuplarea suportului astfel activat c11 

grupele -NH2 libere din molecula tripsinei, în prezenta unei carbodiimide ca EDC: 

i~ Q ~ N-CiHs 
~--0-i'.:-NH-(CH2)s-COOH + """N-(CH2)rN(CH3)2 

EDC 

Q NC;iH H2N~ 
____. i--~o-t-NH-(CH2)s-CO-OC; - 5 ~ 

~-- 'N-(CH2h-N(CH3h 

Q l-IN-C2H5 

__., ~O-t-NH-(CH2)s-CO-Nl-I~ + ~O 
HN-(CH2)3~N(CH3)2 

uree disubstituită 

Produsul secundar al reacţiei (ureea disubstituită) este solubil în apă, fiind îndepărtai 

prin spălare. 

Materiale necesare: 
-gel perlat de PVA reticulat cu epiclorhidrină (pag.4), activat cu BrCN (pag. I I) ~i 

funcţionalizat cu catene carboxi-terminale (pag.18) 20ml; 

-tripsină 

-EDC 

-HCI 0,IN; 

-NaCl 0,5M. 

Mod de lucru: 

40mg; 

200mg; 

I 0ml gel perlat de PV A reticulat cu epiclorhidrină, activat cu BrCN şi funcJionalizaL 

cu grupe -COOH terminale se introduc într-o capsulă, împreună cu 20ml soluţie apuasă 

conţinând 40mg tripsină şi 200mg EDC. Se agită amestecul cu o baghetă şi se aduce la 

pH=4,0-6,0, prin ajustare cu câteva picături de HCI O, I N. Se acoperă capsula şi se lasă 

amestecul de reacţie peste noapte, în frigider, la +3-+4°C. 

A doua zi se filtrează imobilizatul la presiune redusă şi se spală pe pâlnia Bi.ichncr, 

alternativ, cu apă distilată şi o soluţie de NaCl 0,5M, pentru îndepărtarea impurităţilor. 

Imobilizatul astfel obtinut cantine 0,32mg proteină/ml gel, având o activitate 

proteolitică remanentă de 75% şi o activitate esterazică remanentă de 92% (fa\ă de BAEE-

esterul etilic al N-benzoilargininei). 

11.8.3.Determlnarea activităţii proteolitice a tripsinei lmohllizate 

Principiul general de detenninare a activitălii proteolitice a tripsinei constă în aceea că 

proteinele nedegradate de tripsină dintr-o probă de suhstrnt se prccipită. cu acid tricloracclic 

5'1/;,. În liltrat, se determină prntcinclc digcrntc, folosind reactivul Folin-Ciocâhcu. Mctnda 

K11nit:1utili1ca1i11..:a suhslral ca1cina, iar metoda J\11so11-h~111l\glohi11a. 
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Detenninările se fac colorimetric, măsurând intensitatea culorii din filtratul cu proteine 

degradate, tratat cu reactiv. Activitatea enzimatică se estimează faţă de o curbă-etalon 

trasată witerior. 
A.Metoda Kunitz 

O unitate de activitate proteolitică (1 UP) reprezintă cantitatea de enzimă (în g sau ml) 

care digerl o soluţie de caseinl 2%, cu o viteză care să permită obţinerea într-un minut a 

unei cwitităţi de pţodus solubil în CC13COOH, care prezintă aceiaşi coloraţie cu reactivul 

Folin-Ciocâlteu, pe care o dă I µmol de tirozină. 

Materiale necesare: 
-substrat: soluţie de cazeinA 2%; 

-gel perlat de tripsină imobilizată, depus 0,5ml; 

-soluţie de CCl3COOH 5%; 

-soluţie de NBiCO3 0,5M; 
-rea.::tiv Folin-Ciocâlteu (diluat la 1/2). 

Acest reactiv se obţine astfel: 

lntr-un balon cu fund rotund, de 21, prevăzut cu refrigerent de reflux se introduc, în 

ordine: 100g NBiWO4•2H2O şi 25g NeiMoO4·2H2O, care se dizolvă în aprox. 700ml apă 

distilatA. La soluţie se ~augA 50ml H3PO4 85% şi I 00ml HCI conc. şi se refluxează 

amestecul pe baie de aer, timp de IOore. După terminarea reflux.Arii, se adaugă la amestec 

150g LiSO4 dizolvat parţial în 50ml apă şi câteva picături de brom. 

Se fierbe amestecul 15 min. fflră refrigerent, se aduce la temperatura camerei prin 

răcire, se to~I în 1000ml apă distilată şi se filtrează. Filtratul de culoare galbenă se 

păstrează într-o sticlă brună, etanşă, la frigider ( +4°C). Atenţie! Reactivul se oxidează uşor, 

culoarea sa virând spre verde. 

Înainte de întrebuinţare, se diluează o parte reactiv + 1 O părţi apă distilată. 

Mod de lucru: 
Într-o eprubetă se introduc 2ml soluţie de cazeină 2% şi se termostatează timp de I O 

min. la 30°C. Se adaugă apoi în eprubetă 0,5ml gel perlat de tripsină imobilizat! şi se 

porneşte cronometrul. Se plasează eprubeta pe o baie de apă şi se agită timp de 1 O min., la 
37°c. 

După scurgerea acestui timp, reacţia se stopează cu 4ml soluţie CCl3COOH. Se agită şi 
se mai lasă încă 20 min. pe baia de apă. 

Conţinutul eprubetei se filtrează într-o altă eprubetă (uscată) şi se ia din filtrat 1ml, 
peste care se adaugă 5ml soluţie NaiCO3 0,5M. Se adaugă apoi repede, sub agitare, 1ml 

reactiv Folin-Ciocâlteu. Se lasâ 20 min. pentru apariţia culorii albastre şi se colorimetrează 
la 670nm. 

În paralel, se lucrează în acelaşi mod o prohă martor, în care soluţia de acid 
tricloraectic se adaugă înaintea preparatului enzimatic. 

-6.5-
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Curba etalon: 
Pentru trasarea curbei etalon se foloseşte o solutie stoc de tirozină lm.M, din care se 

iau următoarele diluţii ( diluarea se face cu apă distilată): 
Tabelul nr.9 

Probe pentru trasarea curbei etalon în metoda Kunitz 

Soluţie stoc (ml) Volum final (ml) Concentraţia finală în tirozină (µmoli/ml ) 

1 50 0,02 

'· 2 50 0,04 

3 50 0,06 

4 50 0,08 

" 5 50 0,10 
·--

6 50 0,12 

7 50 0,14 

8 50 0,16 
--

9 50 0,18 
·-

10 50 0,20 

Din aceste soluţii se ia câte 1ml şi se adaugă peste fiecare câte 5ml solutie Na!C03 

0,5M şi imediat câte 1ml reactiv Folin-Ciocâlteu diluat la 1/2. În paralel se lucrează ~i o 
probă oarbă (a l l 8) cu apă distilată, în loc de soluţie stoc de tirozină. 

Cele 11 eprubete se lasă pe baie de apă, 20 min:, la 37°C, pentru aparitia culorii, după 
care se citesc densităţile optice (D.O.) la 670nm. Se trasează o curbă etalon de forma: 

D.O. 

o 

Figura nr.9 

conc. tirozinei 
(nmoli/ml) 

Activitatea proteolitică (Ap) se calculează conform relaţiei: 

Ex 4 x V x dii. 
A" = . , în care: 

I: . T. x I 5 x v 
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V = volumul balonului în care se prepară soluţia de enzimă (50ml); 

v = volumul probei luate în analiză (0,5ml imobilizat); 

15 = durata hidrolizei (în min. ); 

4 = volumul amestecului de reacţie (în ml); 

dii. = diluţia (% ); 

E. T. = echivalent de tirozină; 

E = D.O. (densitatea optică, extincţia, absorbanţa) măsurată (E=Eproha-Ernartor)-

B.Metoda Anson 

Tripsina catalizează hidroliza compuşilor rezultaţi prin denaturarea hemoglobinei cu 

uree. Produşii de reacţie rezultaţi prin denaturare sunt dizolvaţi în acid tricloracetic. în 
soluţia astfel obţinută se determină conţinutul în tirozină şi triptofan cu reactivul Folin­

Ciocâlteu. 

Materiale necesare: 
1 °Soluţia de substrat. Se obţine prin dizolvarea unui amestec format din: 2g 

hemoglobină, 36g uree şi 8ml NaOH 0,5N în 80ml apă distilată. Se lasă în repaus 60 min. la 

temperatura camerei. Se adaugă la soluţia de substrat 10ml soluţie de acid boric JM în 

NaCl ( obţinută prin dizolvarea a 6, 184g acid boric şi 0,292g NaCl în 100ml apă distilată) şi 

4,4ml soluţie de CaC12 5%. Se ajustează pH-ul amestecului cu HCI JN la 7,5, după care se 

aduce totul la 100ml cu apă distilată. 

2°NaOH soluţie 0,5N; 

3°Soluţie de CC13COOH 5%; 

4°Reactiv Folin-Ciocâlteu (pag. ) diluat 1 :2; 

5°0 soluţie de tripsină obţinută prin dizolvarea a 50mg enzimă în 100ml soluţie apoasă 
HCI 0,0lN sau 

6°Gel depus de tripsină imobilizată (2, 1 ml). 

Mod de lucru: 

Se amestecă 1ml substrat 1° şi 0,2ml soluţie tripsină 5% (sau echivalentul a 66mg 

tripsină imobilizată sub formă de gel depus) (2,1ml), după care se incubă amestecul timp de 

1 Omin. la 35,5°C. Se stopează reacţia cu 2ml soluţie de acid tricloracetic 3°. Se filtrează. Din 

filtrat se ia 1ml, care se amestecă cu 2ml soluţie NaOH 0,5N (2°) şi cu 0,6ml reactiv Folin­
Ciocâlteu diluat ( 4°). 

După un repaus de 10 min. (necesar pentru definitivarea reacţiei) se citeşte extincţia 
(densitatea optică) la 660run fată de apă distilată. 

Se lucrează şi cu o probă martor, în acelaşi mod, dar in care soluţia de acid 
lricloracetic se adaugă înaintea soluţiei de enzimă. 

Se interpolează rezultatele pe o curbă etalon. 
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jos: 

Ohscrvatii: 
a)Trasarea curbei etalon 

Materiale necesare: 

Biocatp/jzmori imobi/izaJi în sinJem unor suhstanJe bÎO<K:tive 

-soluţie standard de L tirozină lmM (se dizolvă 181,19mg L Tyr în 1000ml IICI 

0,2N); 

-solutie HCI 0,2N; 

-NaOH 0,5N; 

-reactiv Folin-Ciocâlteu. 

Mod de lucru: 
Se pregătesc cinci diluţii diferite de probe .standard în HCI 0,2N, ca în tabelul de mai 

Tabelul nr. I O 

Proba nr. ml soluţia standard ml HCl 0,2N n moli Tyr 

I 0,2 4,8 40 
·-

2 0,4 4,6 80 
-·-

3 0,6 4,4 120 

4 0,8 4,2 160 

5 1,0 4,0 200 

Din fiecare probă se ia câte 1ml, peste care se adaugă 2ml NaOH 0,5N şi 0,6ml rcadiv 

Folin-Ciocâlteu diluat 1 :2. Se omogenizează prin agitare şi se citesc extinctiile la un 

spectrofotometru, la 660nm faţă de apa distilată. Se trasează curba-etalon a varia\iei 

extincţiei (pe ordonată) în f'.uncţie de cantitatea de nmoli Tyr/ml (abscisă). 

Faţă de această curbă se vor citi valorile extinctiilor pentru proba de analizat şi pentru 
proba martor. 

b)Calculul rezultatelor 

-Pentru tripsină solubilă (liberă), activitatea enzimatică se calculează cu relaţia: 

nrrtoli probi - nmoli IJlllrlOr l 
AE(n moli Tyr/ml solutie enzimă/min/25°C)=---------x 5 x - , unde: 

10 3,2 

5 =factor de transformare pentru I ml soluţie de enzimă; 

1/10 =factor de transformare pentru I min. de reacţie; 

I /3,2 =factor trnnsformare: I ml filtrat/3,2ml amestec de reacţie 
-Pentru enzima imobilizată: 

Al
. nmoli probii - nmoli mar1or I . 
:= ---'-------- · - , m care: 

10- 2,1 5,1 

2, I =fai.:tor de transformare pentru I ml gel depus de en:timă imt)hili:tată; 

5.1 °faclor de transformare: 1ml liltral/5,lml aml'sll'c de rl·ac1ic. 
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11.8.4.Determlnarea cromatografică a activităţii tripsinei Imobilizate 

Acest procedeu este o adaptare a metodei Kunitz. Prezenţa şi procentajul resturilor de 

aminoacizi dintr-un hidrolizat de cazeină obţinut sub acţiunea tripsinei imobilizate se pun în 

evidentă cu ajutorul cromatografiei în strat subţire (CSS). 

Materiale necesare: 
-soluţie de cazeină 2% 

-gel perlat de tripsină imobilizată 

-amoniac soluţie; 

2ml; 

0,5ml; 

-martori: glicină, alanină, valină, leucină, izoleucină, fenilalanină, serină, lisină, 

treonină, tirozină, prolină, arginină, cisteină, acid aspartic, acid glutamic; 

-acetonă; 

-metanol; 

-acid acetic glacial; 

-ninf1 idrină; 

-n-butanol; 

-plăci cromatografice cu silicagel 6, 20x20cm, cu o grosime a stratului adsorbant de 

aprox. 0,25mm. 

Mod de lucru: 
Hidroliza 

Se iau 2ml soluţie apoasă de cazeină 2%, care se hidrolizează în modul descris anterior 

(pag.65) cu 0,5ml gel depus, perlat, de tripsină imobilizată, la 37°C, timp de 1 O min. Se 

stopează reacţia cu 3ml CCl3COOH 5%, iar amestecul se menţine încă 20 min. pe baia de 

apă la 37°C, după care se filtrează proba, pentru îndepărtarea proteinei nehidro]izate. Se 

lucrează în continuare cu filtratul obţinut, care ( dacă este cazul) se poate limpezi cu o 

picăluă de acid acetic sau de amoniac (soluţie). 

Reactivul de vizualizare (revelare) 

Pentru vizualizare se prepară reactivul cu ninhidrină astfel: la 47,5ml soluţie de 

ninhidrină 2% în acetona proaspăt distilată, se adaugă 2ml apă distilată şi 0,5ml acid acetic 
glacial. 

Acest reactiv se prepară cu puţin timp înainte de utilizare. 

Cromatografia 

Se utilizează un vas (tanc cromatografic) din sticlă, prevăzui cu capac etanş şi căptuşit 

cu hârtie de filtru, în ~are se decupează o fereastră pentru observator. 

Pe placa cromatografică se trasează (paralel cu una din laturi) o linie perfect orizontală 
(linia de start), la I ,5-2cm distanţă de margine. Pe această linie se marchează cu creionul o 

seric de puncte, astfel ca atât distanţa dintre două puncte alăturate, cât şi dintre punctele 
extreme ~i marginile plăcii să fie de maximum km. 
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Din proba de analizat (hidrolizatul proteic) şi soluţiile de martori în metanol sau 

acetonă se spotţ!ază cu o micropipetă sau cu un tub capilar 20-50µ1 pe locurile dinainte 

atribuite. 
Developarea se face cu eluent introdus în tancul cromatografic, într-un strat de 0,5-

lcm grosime. Acest eluent se pregăteşte astfel: un amestec de n-butanol-acid acetic-apă 

(4:1:lv/v/v) se agită într-o pâlnie de separare, reţinându-se stratul organic (superior). 

După uscarea perfectă în aer a spoturilor de pe placa cromatografică, aceasta se 

introduce în tanc, în poziţie uşor oblică, cu latura corespunzătoare liniei de de start în lichid 

(Atenţie! Eluentul nu trebuie să ajungă la sau să depăşească linia de start, pentru a nu spăla 

probele de analizat). 
Se acoperă tancul cu capacul şi se lasă în repaus, pe o suprafaţă perfect orizontală. 

Când frontul solventului care urcă prin capilaritate ajunge la o distanţă de 0,5-1 cm de 

latura superioară a plăcii, aceasta se scoate din tancul cromatografic, se marchează cu 

creionul frontul şi se lasă să se usuce în aer, pe o suprafaţă curată. 

Vizualizarea cromatograrnei se face prin pulverizarea uniformă a plăcii cu reactivul cu 

ninhidrină, urmată de o încălzire uşoară a acesteia într-o etuvă tennostatată la 100°C, până 

la apariţia nuanţelor de albastru caracteristice a-aminoacizilor din probele luate în analiză. 

Evaluarea calitativă a prezenţei diverşilor aminoacizi se face prin compararea valorilor 

Rr ale martorilor cu cele ale wninoacizilor separaţi din hidrolizatul de cazeină, ca şi prin 

compararea nuanţelor de albastru ale acestora. (R0 aportul în mm dintre distanţa de la linia 

de start şi spotul din cromatograrnă şi distanţa dintre linia de start şi frontul solventului). 

Evaluarea cantitativă a raporturilor relative dintre diverşii aminoacizi din hidrolizatul 

proteic se face prin decuparea spoturilor individuale ale aminoacizilor identificaţi în 

cromatograrnă şi eluarea lor, în vase separate, cu câte 3ml metanol. Soluţiile obţinute se 

fotocolorimetrează în cuve de 1cm grosime, faţă de alcool metilic, citind densitatea optică 

(O.O.) la Â.=509nm. 

Pentru fiecare aminoacid sau numai pentru unul dintre ei (de exemplu tirozina) se 

trasează în prealabil o curbă de etalonare a O.O. la 509nm/µg aminoacid dintr-o soluţie 

standard, pe domeniul de concentraţii de 1-100 µg aminoacid p.a., cromatografiată în 

aceleaşi condiţii ca şi proba de cercetat. 

Rezultatele se exprimă în µg aminoacid,_ cu ajutorul lor determinându-se conţinutul 
procentual al aminoacidului respectiv în hidrolizatul de cazeină. 

Observatie: Dacă nu există plăci cromatografice pregătite (comerciale), acestea se pot 
obţine astfel: pe o placă de sticlă spălată, degresată şi uscată, se aplică un strat subţire de 
0,25-0,35mm silicagel G, prin întinderea cu ajutorul dispozitivului special a unei suspensii 

omogene obţinută prin amestecarea unei părţi (în greutate) de silicagel cu două părţi apă 

distilată. Dacă fluiditatea suspensiei este prea scăzută, se ajustează cu puţină· apă. 
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Placa obţinută se lasă în aer, la temperatura camerei, timp de 30 min., după care se 

activează în etuvă, la 11 OOC, timp de 60 min. 

11.9.Imoblllzarea fosfatazei alcaline 
Substratele specifice fosfatazei au mase moleculare mici, din care cauză enzima poate 

fi imobilizată direct pe un suport polihidroxilic activat, fhră prezenţa unui ·•spacer", întrucât 

efectele de împiedicare a difuziei substratului la centrii activi ai enzimei sunt reduse. 

11.9.1.Imoblllzarea fosfatazei alcaline pe alcool polivinilic activat cu BrCN 

Materiale necesare: 

-gel depus de PVA, perlat, reticulat şi activat cu BrCN 30ml; 

-fosfatază alcalină I0Omg; 

-soluţie NaHCO3 0,lN; 

-NaCl 0,5M. 

Mod de lucru: 

30ml gel depus de PV A, perlat, reticulat şi proaspăt activat cu BrCN (pag. I I) se 

tratează sub agitare intermitentă cu I 00mg fosfatază alcalină dizolvată în 25ml soluţie de 

NaHCO3 O, I N, astfel ca pH-ul soluţiei să fie 8,5-9. Se mai agită ocazional încă 2-3 ore, 

după care se lasă în repaus, peste noapte, la temperatura camerei (aprox. 12 ore). A doua zi, 

se filtrează amestecul de reacţie la trompă şi se spală imobilizatul pe pâlnia Bilchner, 

alternativ, cu apă distilată şi soluţie de NaCl 0,5M, până la îndepărtarea totală a enzimei 

neimobilizate (lipsa absorbţiei de la 280run în apa de spălare). Până la utilizare, imobilizatul 

se păstrează în apă distilată, la rece (3-5°C). 

11.9.2.Determinarea activităţii enzimatice a fosfatazei libere şi imobilizate 

Ca substrat pentru fosfataza alcalină se utilizează fosfatul disodic al p-nitrofenolului 
(22): 

o,N--@-0-[o-J2Na' ·6H,o~ o,N--@-m1 + Na,I IPO, 

(22) iţo (23) 

p-Nitrofcnolul (23) rezultat în urma hidrolizei enzimatice se determină cu ajutorul unui 
!ipcctrofotomctru la 405nm. 

Muteriale necesare: 

-p-nitrofcnil-fcnolfosfat 26.30mg; 

-tampon glicocol-NaOI I 0,2M. pi I= I O: 

-fosfatază alcalină soluhilă 5mg sau 
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-imobilizat de fosfatază alcalină 0,25ml (gel depus); 

-NaOH 0,05N. 

Mod de lucru: 
Se iau două eprubete în care se introduc în ordine: 

-câte 2ml soluţie lmM de p-nitrofenil-fenolfosfat în tampon glicocol-NaOH 0,2tv1 

pH=lO (se prepară dizolvând 26,30mgp-nitrofenil-fenolfosfat în 100ml tampon); 

-0,5ml soluţie de enzimă (5mg fosfatază alcalină dizolvată în 10ml tampon) sau: 

-0,Sml suspensie de enzimă imobilizată (se suspendă 0,25ml gel depus de imobili·1i11 

în 0,25ml tampon). 

Cele două eprubete se incubează 30 min. la 37°C, după care se stopează reactia prin 

adăugarea a câte 10ml soluţie NaOH 0,0SN. 

Densitatea optică a celor două probe se citeşte la 405nm şi se transformă 1,;u ajutorul 

unei curbe etalon (alcătuită în prealabil cu p-nitrofenol) în µmoli de p-nitrofenol eliberat. 

Înmulţind rezultatele obţinute cu 2, în cazul enzimei libere şi cu 4, în cel al enzime, 

imobilizate, se obţine activitatea catalitică per ml probă, la 37°C. 

Raportând activitatea enzimatică la cantitatea de fosfatază alcalină luată în probă şi la 

un minut, se obţine activitatea specifică a enzimei (în µmoli p-nitrofenol eliberat/min/mg 

enzimă). 

Activitatea remanentă a fosfatazei imobilizate se exprimă procentual faţă de ct::a a 

enzimei libere, considerată 100%. 

Pentru imobilizatul descris, activitatea remanentă specifică a enzimei este de aprox. 
35-40%. 

Curba etalon raportată la p-nitrofenol 

Materiale necesare: 

-p-nitrofenol; 

-tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=l O. 

Mod de lucru: 

Se iau 6 eprubete în care se toarnă câte I ml soluţie tampon glicocol-NaOH 0,2M. 
pH=IO. 

În fiecare dintre eprubete se introduc în ordine crescătoare: 1, 3, 5, 7, 9 şi 10 mg 

p-nitrofenol. Se agită eprubetele pentru dizolvarea p-nitrofenolului. Se incubează eprubetele 
la 37°C, timp de 30 min. 

Se citesc O.O. la 405nm faţă de apa distilată şi se trasează o curbă a variaţiei D.O. în 
funcţie de cantitatea de p-nitrofenol în mg/ml. 
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11.9.3.Determlnarea tcmostabllităf:ll fosfatazei alcaline Imobilizate 

în general, imobilizarea enzimelor conduce la o creştere a stabilităţii acestora faţă 

de factori mecanici sau de: pH, temperatură, atac microbian, acţiunea metalelor grele şi a 

inhibitorilor, la autoproteoliză sau la autodigestie (în cazul enzimelor proteolitice). 

Tennostabilitatea crescută a fosfatazei alcaline imobilizate este una dintre consecinţele 

acestui proces. 

Materiale necesare: 
-fosfatază alcalină 5mg; 

-tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=lO; 

-gel depus de fosfatază imobilizată 0,25ml; 

-p-nitrofenolfosfat; 

-NaOH 0,05. 

Mod de lucru: 
Se pregt~esc două seturi de eprubete: pentru fosfataza alcalină liberă şi imobilizată, 

fiecare dintre ele constând din câte 5 eprubete ( ca în tabelul nr .11 ). 

Tabelul nr.11 

Seturi de probe pentro determinarea termostabilităJii fosfatazei alcaline 

libere şi imobilizate 

Nr. 
Cant. de fosfatază Cant. de fosfatază 

alcalină liberă 
Temperatura 

Set alcalină imobilizată 
eprubetei 

(ml) (ml gel depus) 
(°C) 

1 0,5 - 37 

A 2 0,5 -- 45 

(cu enzimă 3 0,5 -- 55 
liberă) 4 0,5 -- 65 

5 0,5 -- 80 
-·- 1 , -- 0,5 37 

D 2' -- 0,5 45 

(cu enzimă 3' -- 0,5 55 
imobilizată) 4' -- 0,5 65 

5' -- 0,5 80 

În fiecare set de eprubete se pipetează în ordine: 

-0,Sml soluţie fosfatază alcalină liberă (obtinută prin dizolvarea a 5mg enzimă în 

I 0ml larnpun glicocol-NaOII 0,2M, pll= I O), pentru set A şi respectiv 

-0.Sml suspensie de fosfatază imobilizată (obţinută din 0,25ml gel depus de 

im11hilizat şi 0,25ml tampon glicocol-NaOI I 0,2M, pi I= IO), pentru set 8, 

Jupa care se im:uhcază eprubetele timp de 60 min. la 37", 45°, 55°, 65° şi 80''('_ 
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După incubare, se aduce temperatura tuturor probelor la 37°C, apoi în licean: din ele M: 

adaugă câte 2ml solu\ic de substrat în tampon (solu\ia se prepară din 26,3mg p­

nilrofenol fosfat în 100ml tampon glicocol-NaOH 0,2M, pH=l0) şi se incubează 30 min. la 

31°c. 

După expirarea acestui timp, se stopează reacţia adăugând în fiecare eprubdă câte 

I 0ml NaOH 0,0SN şi se citesc extincţiile la 405nm, faţă de apa distilată. 

Calculul activităţii enzimatice se face după cum s-a arătat anterior (pag.72). 

Datele obţinute, transformate în procente, se trec într-un grafic de forma celui din 

figura nr. 10. 

Figura nr. I O 

Varia/ia activităJiifosfatazei alcaline libere şi imobilizate cu temperatura 

A.E. 
(%) 

T(oC) 

Se observă o creştere a termostabilităţii fosfatazei după imobilizare, astfel încât chiar 

la 800C, activitatea enzimatică remanentă este de aprox. 35%. 

11.1 O.Imobilizarea glucozoxldazel 

Glucozoxidazacatalizează specific oxidarea /J-D-glucozei la acid D-gluconolactonă. 

HO-&iH 
KH COOH 

11-iC~~)~I H- -OH H- -OH H- -OH 
HO- -H ' ► HO- -H HO- -H ► HO- '-li 

H-~ H- .-OH H- -OH li- __J 

H- H- -OH 02 H- -OH H-~'-01-l 
H20H ~H20H '.II20l I 

Una dintre cele mai frecvente aplicatii ale acestei enzime este constructia bioscnsnrilor 
folosi\i pentru dozarea glicemiei din sânge. 

Glucozoxidaza poate fi imobilizată prin impregnarea unor membrane, în prezen\a unui 
agent de reticulare (glutaraldehida). 
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Jmohilizarea prin impregnarea foilor de celofan 

Materiale nece!,are: 

-glucozoxidază; 

-tampon fosfat 0,02M, pH=6,8; 

-foi de celofan; 

-gl utaraldehi dă; 

-P-D-glucoză; 

-fenazin-metosulfat; 

-MTT; 

-glicină. 

Mod de lucru: 
Se prepară o soluţie de glucozoxidază de concentraţie 6mg/ml ( conţinând 78 unităţi de 

enzimă/mg în tampon fosfat 0,02M, pH=6,8. 

3ml din această soluţie acoperă I 00 cm2 dintr-o folie de celofan cu grosimea de aprox. 

30µm. După impregnare, folia se usucă în frigider, la +4°C. 

Un preparat mai activ se poate obţine duplt două sau trei impregnări şi uscări 

succesive. 

După uscare, foile se impregnează prin scufundare într-o soluţie de glutaraldehidă 

2,5% în acelaşi tampon. Reticularea este definitivată prin uscare completă la +4°C. 

Membranele obţinute se spală cu apă distilat!, până la dispariţia din apa de spălare a 

absorbţiei de la 280nm ( caracteristică pentru enzimă şi glutaraldehidă). 

Pentru a testa absorbţia enzimei în apa de sp!lare se utilizează un amestec de glucoză, 

fenazirunetosulfat şi M1T care se colorează în roşu în prezenţa glucozoxidazei. 

Acest reactiv se prepară astfel: 300mg glucoză se ameste~ă printr-o bună omogenizare 

cu 20mg MIT şi 3mg fenazirunetosulfat. Amestecul obţinut ajunge pentru un volum total de 

20ml apă de spălare. 

Reacţia cu apa de spălare se face utili;zând câteva picături din aceasta; prezenta 

enzimei determină apariţia unei coloraţii roşii. Sp!larea continuă până la dispariţia reacţiei 

de culoare. În prezenţa aceluiaşi reactiv, membrana se colorează rapid şi persistent. 

În total, spălarea durează 3-4 ore. 

După spălare, membrana se scufundă într-o soluţie apoasă de glicină ( I 0mg Gly/ml. 

pentru blocarea glutaraldchidei libere inclusă în membrana insolubilă fără a 1i participat la 
reticulare. 

Membranele obţinute pe această cale pot fi păstrate câteva luni la +4°C, fără o scădere 
notabilă a activită\ii enzimatice a glucozoxidazei. 
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11.11.lmohlllzarca celulelor de Saccharomyces cerevlslac prin includere în 

geluri Insolubile 
Un suport biocompatibil cu structură de poliuronid este alginatul extras din algl 

Pheophyta, care se găseşte sub formă de sare de sodiu, miscibilă cu apă. Alginatul con\im: 

resturi de acid D-glucuronic legate ,8-glicozidic 1,4: 

H:z;l!L:;îf Na+ 
H H(~O,, 

Acest gel este utilizat pe scară largă pentru includerea nu numai a enzimelor şi a 

celulelor moarte, dar şi a culturilor de celule, deoarece metoda de imobilizare este blândă ~i 

nu afectează viabilitatea celulelor. În plus, suportul este biocompatibil şi nu conduce la 

reacţii imunologice. De aceea, imobilizatele în alginat pot fi folosite în bioreactoare pentru 

obţinerea unor produşi cu acţiune biologică destinaţi industriei alimentare, a 

medicamentelor, a cosmeticelor etc. Principiul general de includere în gelul de alginat este 

precipitarea ionotropă. Pentru aceasta, gelul apos de alginat se injectează într-o solu\ie 

apoasă de CaCl2, împreună cu celulele. 

Printr-o reacţie de schimb ionic, precipită alginatul de calciu insolubil (figura nr.11 ), 

cu structură tridimensională, care include în ochiurile reţelei materialul de imobilizat 

(enzime, celule, extracte celulare brute, organite celulare etc.). 

Figura nr. I I 

Structura gelului insolubil de alginat de calciu 

/3 Il 

II § 
,~~-~ 

-ooc 

Precipitarea ionotropă a alginatului se poate face şi cu ioni de Ba2 ' şi Sr'. 

În alginatul de calciu se poate imobiliza drojdia de brutărie proaspătă sau uscată, 
ob\inânJu-sc un agregat pentru fcrmcntalia alcoolică a siropurilor Jc glucoză. Dacă se 

cn-imubilizc,uă dmjJia cu ~glucozidază, imobilizutul ob\inut se poate folosi şi la sci11Jarca 

lactu1ci din icnii Jc la fabricarea brân1cturilur. 
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https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



lliocata/i;;:.atori imohili::.a(i în sinte=a unor .\l/hstan/1' bio<u'live 

11.11.1.1 mohilizarca celulelor de Saccharomyccs ccrcvisiac În alginat de calciu 

Materiale nece.<iare: 

-alginat de sodiu 

-drojdie de brutărie proaspătă, presată 

-drojdie de hrutărie uscată 

-CaCl2 2% 

-CaCl2 0,5%. 

Mod de lucru: 

lg; 

10g sau 

4g; 

200ml; 

l g alginat de sodiu se amestecă până la omogenizare cu 35ml apă distilată. Se adaugă 

tog drojdie de brutărie proaspătă, presată, sau 4g drojdie deshidratată. Se omogenizează 

hine amestecul care se introduce într-o seringă fără ac. Conţinutul seringii se picură, suh 

agitare magnetică, în 200ml solutie de CaC12 2%. (Pentru o includere cantitativă, în seringă 

m1 trebuie să rămână amestec de drojdie şi alginat) 

După terminarea adăugării, se agită suspensia încă o oră, la temperatura camerei. 

Particulele sferice solidificate de imohilizat se separă prin filtrare la trompă şi se 

păstrează la frigider, într-o solutie de CaCl2 0,5%. 

11.11.2.Determinarea activităţii enzimatice a drojdiei libere şi incluse În alginat 

Activitatea enzimatică a drojdiei se evaluează măsurând volumul de C02 care se 

Jcgajă la fermentarea glucozei, la 30°C. 

Se lucrează într-un dispozitiv alcătuit ca în figura nr .12. 

Figura nr.12 

Dispozitiv experimental pentru determinarea activităJii e,lZimatice a drojdiei de 

brutărie libere şi imobilizate 

D 

l11sta1a\ia este formată Jin: 

-vasul Jc reac\ie A, Jc 200-250ml, prevăzut cu agitare magnctid\ ~i un tuh H prin care 
este evacuat l ·02 rezultat în urma lcrmcnta\iei; 
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-un cilindru gradat de 100ml (C), în care se măsoară volumul de CO2 formal, 

scufundat în vasul exterior (D), sub nivelul apei din acest vas. 

Atenţie! La începutul experientei, cilindrul gradat C trebuie să fie umplut complet 

cu apă. 
Ca substrat se foloseşte o solutie de glucoză 8% în CaC12 0,5%. 

Mod de lucru: 
În vasul de fermentare A (figura nr.12) se introduc 5g drojdie liberă sau imobilizalltl 

obtinut din 5g drojdie proaspătă sau din 4g drojdie uscată, în 50ml solutie de glucoză 8% în 

CaC12 0,5%. Se termostatează amestecul din vasul A la 30°C (temperatura exterioară). Se 

începe agitarea magnetică şi se notează la fiecare 15 min. volumul de CO2 care se degajă în 

cilindrul gradat C. 

Rezultatele obtinute se trec într-un tabel: 

Tabelul nr.12 

Volumul de CO1 rezultat în unna fennentaJiei alcoolice cu Saccharomyces cerevisiae 

libere şi imobilizate 

Timpul Volumul CO2 degajat eu 
Volumul CO2 degajat cu Volumul CO2 degajat 

drojdia proaspătă cu drojdia uscată 
(min.) drojdia proaspătă (ml) 

imobilizată (ml) imobilizată (ml) 

·-·-

-----~---

o o o o 
15 

30 

Observaţie: Fermentatia durează aprox. 4 ore. 

11.11.J.Co-imobilizarea drojdiei de brutărie şi a ,8-galactozidazci in ~ciul de 
alginat de calciu 

În acest caz se obtine un preparat care poate· fi folosit atât la scindarea lactozei din zer 

cât şi la fcrmcntatia alcoolică a D-glucozci rezultate prin scindare. 

Se folosesc drojdia proaspătă de brutărie şi ,8-galactozidaza reticulată în prealabil cu 

glutaraldchiJă sau corcticulată cu BSA. 

7X-
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,Hateriale nece.\·are: 

-fi-galactozidază 

-acetonă 

-glutaraldchidă 25% 

-azidă de sodiu. 

Mod de lucru: 

600mg; 

30ml; 

2ml; 

/Jio< alo!i::atori i111ohi!i::aJi i11 sinre::a 1111or .111hsta11/t' hioacrive 

600mg p.galactozidază pură, izolată din Aspergillus oryzac se dizolvă în 15ml apă 

distilată. Soluţia obţinută se introduce într-un vas prevăzut cu agitator şi răcit în exterior pe 

o baie cu gheaţă. Se începe agitarea moderată şi se adaugă încet 30ml acetonă răcită şi apoi, 

în picături, 2ml soluţie apoasă de glutaraldehidă 25%. Amestecul obţinut se mai agită încă 

60 min. la 30°C, după care se îndepărtează supematantul prin centrifugare şi decantare. 

Reticulatul se spală cu câte 40ml apă distilată prin câteva centrifugări şi decantări 

repetate, după care se suspendă în I 00ml apă distilată cu puţină azidă de sodiu (pentru 

evitarea atacului microbian). 

Activitatea enzimatică reziduală a p.galactozidazei reticulate astfol este de 35,6%. 

O activitate remanentă superioară (până la aprox.41 %) se poate obţine coreticulând 

f:J-galactozidaza cu BSA şi glutaraldehidă (metoda b ). 

b)Corcticularea 8-galactozidazei cu BSA şi glutaraldchidă 

Materiale necesare şi modul de lucru: 

Sunt aceleaşi ca şi în cazul a), cu deosebirea că la soluţia obţinută prin dizolvarea a 

600mg p.galactozidază în 15ml apă distilată, se adaugă 150mg BSA. 

c)Co-imobilizarea 8-galactozidazci reticulate şi a drojdiei de brutărie 

Se prcforă corcticulatul p.galactozidazei cu BSA, care arc o activitate enzimatică 

remanentă mai marc. 

Materiale nece.\·are: 

-corcticulatul obţinut la punctul b ); 

-alginat de sodiu 1 g; 

-drojdie proaspătă 1 0g; 

-solutii de CaCl2 2% şi 0,5%. 

Mod de lucru: 

Reticulatul de la punctul o) se filtrează la presiune redusă şi se spală bine pc filtru, cu 

apă distilată, pentru îndepărtarea aziJei de sodiu. 

< ici ul spi\lat şi li ltrat se amestecă cu 1 g alginat. 1 0g drojdie Jc orutăric proa-,pătă şi 

35ml apă distiahi1, până la umogcni:tarca perfectă. 
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Amc~tccul obţinut se introduce într-o serigă fără ac şi se picură în 200ml soluţie CuCI} 

2%, sub agitare. Pentru solidificarea particulelor de imobilizat, amestecul se mai agită o ora 

la temperatura camerei. Imobilizatul obţinut se separă prin decantare şi se suspenJă într-u 

soluţie de CaC12 0,5%. 

Se păstrează la frigider. 

Observatic: Detenninarea activităţii enzimatice a -co-imobilizatului de drojdie ~1 

~galactozidază se face după metoda descrisă anterior (pag.77), faţă de glucoză ca substral. 

11.12.lmobilizarea celulelor de Streptomyces stmplex pe colagen 

Colagenul oferă numeroase avantaje în calitate de suport pentru imobilizarea 

enzimelor şi celulelor microbiene. Acest suport, uşor accesibil, biocompatibil şi netoxic 

poate fi izolat din diferite surse biologice şi condiţionat sub diverse forme (fil111c, 

membrane, filamente etc.), fără a-şi pierde structura nativă. În structura sa de triplu hcl1x 

ordonat sub formă de fibrile, colagenul con1ine un număr mare de centri disponibili pentru 

cuplarea enzimelor, resturile de aminoacizi din catena polipeptidică înteracţionânJ cu 

enzimele prin intermediul grupelor libere polare şi nepolare. Datorită molt!culelor Jc 

hidroxiprolină reţinute prin legături de hidrogen pe catena polipeptidică, colagenul arc o 

capacitate ridicată de îmbibare cu apă, factor favorizant pentru includerea moleculelur d1.: 

enzime şi a celulelor. 

Imobilizarea pe colagen a biocatalizatorilor este simplă, are loc în condiţii blânde ( 111 

mediu apos, la temperatura camerei), reducându-se la minim posibilitatea inactivării 

enzimelor şi a celulelor, chiar a celor viabile. 

În funcfie de scopul urmărit, colagenul poate fi modificat şi chimic; astfel, el se poate 

reticula cu agenţi bifuncţionali pentru o imobilizare mai puternică a biocatalizatorilor, suu se 

pot modifica sarcinile electrice de pe suprafaţa sa, pentru a favoriza lcgar..:a 

biocatalizatorilor prin intermediul grupelor ---COOH sau -NH2 ale acestora. 

Practic, se cunosc trei metode de obţinere a membranelor de colagen cu biocatuhzaturi 
imobilizaţi: 

a)metoda impregnării membranelor prefonnate; 

b )metoda complexării macromoleculare; 

c )metoda clcctrodepuncrii. 

În cazul celulelor se ti.lloscşlc în special tehnica b) (a complexării rnacronwb:ularc); 

pentru o imohilizarc optimă, raportul (în greutate) colagen/celule deshidratate este Jc I /5. 

Pentru o reţinere mai bună a celulelor uscate se recurge suplimentar la rcticularl.'. 
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Datele de literatură semnalează faptul că în cazul corcticulării biocatalizatorilor cu 

glutaraldchidă în prezenta unei proteine inerte (BSA), se fom1cază un aduct cu rctele 

tridimensionale mai dense, datorită creşterii numărului de grupe participante la reaC\ia cu 

agentul de reticulare. În cazul colagenului nu este obligatorie prezen\a proteinelor inerte. 

11.12.1.lmoblllzarea celulelor de Stretomyces sp prin coretlculare cu colagen 

Materiale necesare: 
-celule uscate de Stretomyces sp 2g; 

-colagen I 0g; 

-NaOH 0,IN; 

-glutaraldehidă 2g. 

Mod de lucru: 

Se omogenizează un amestec de 2g celule uscate de Stretomyces sp cu I 0g colagen, 

ajustându-se oH-ul amestecului la 7 ,5-8,0, cu NaOH O, 1 N. 

Amestecul omogen astfel format se introduce într-o seringă şi se extrudează în 40ml 

s,,iutie apoasă de glutaraldehidă 5% (conţine 2g de aldehidă). Acul seringii se alege în 

ltmctie de diametrul filamentelor de aduct ce urmează a fi obţinute. 

Se lasă amestecul de reactie în repaus, o oră, la temperatura camerei, pentru 

dclinitivarea reticulării. După scurgerea acestui timp se izolează preparatul enzimatic prin 

decantare şi se spală de câteva ori cu apă distilată pentru îndepărtarea glutaraldehidei 

nereacţionate (reac\i~ Fehling sau Schiff negativă în apa de spălare). 

imobilizatul separat prin decantare se usucă într-o etuvă, la 50-60°C. 
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111.UTILIZĂIU 

IMOHII JZATI 

ALE UNOR 

Biorntali:.atori imohili:.a/i i'n sinteza u11,11· suh11, 11:f, • !," 111, ii, e 

BIOCATAI JZATO IU LIBERI 

Enzimele ca şi alţi biocatalizatori (celule, extracte celulare, organite celulare etc.) se 

utilizează pc scară largă, în special pentru sinteza şi/sau studiul unor substanţe h11Jm:tivc 

(vitamine, honnoni, proteine, medicamente, produse cosmetice şi alimentare, seruri şi 

vaccinuri, imunosupresive etc.), ca şi la construirea unor biosensori pentru dozări "in vivo" 

şi "in vitro". De asemenea, biocatalizatorii imobilizaţi servesc la cercetări diverse în 

laboratoarele de biochimie, chimie sau biochimie clinică. 

În concurenţa până la un anumit nivel cu industria chimică de sinteză bazată în special 

pe materii prime şi intermediari de provenienţă petrochimică, biotehnologiile cuceresc din 

ce în ce mai mult teren, procedeele de biosinteză fiind mai puţin energofage şi mult mai 

economice (parametri accesibili, înlăturarea gigantismului instalaţiilor, coroziune minimă, 

continuitatea proceselor tehnologice, puritatea înaltă a produşilor de reacţie, poluare redusă 

etc.). 

Aceşti factori determină o diversificare permanentă a bioindustriilor care folosesc 

biocatalizatori imobilizaţi. În comparaţie cu industria produselor farmaceutice, industria 

alimentară a cunoscut o dezvoltare superioară, multe procedee fermentative devenind 

procese de rutină în domeniul industrializării laptelui şi a cărnii, al produselor zaharoase, al 

băuturilor alcoolice etc. 

Mai pretenţioasă, industria medicamentelor de semisinteză implică deseori reacţii într­

o singură etapă sau într-un număr mic de secvenţe, care spre deosebire de fermentaţii sau 

alte cicluri metabolice complete necesită fie enzime de înaltă puritate, fie co-imobilizate de 

enzime multisecvenţiale sau de enzime şi cofactori, cu costuri de producţie ridicate. 

În cele ce urmează vom da câteva exemple de utilizare a biocatalizatorilor în sinteze şi 
determinări de laborator ale unor substanţe bioactive. 

111.1.Sclndărl de amestecuri racemice 

În sinteza chimică a unor substanţe cu molecule chiralc, condiţiile din laborator fiind 

achirale, se obţin totdeauna amestecuri racemice şi nu enantiomeri optic puri, racemizarea 

acestora (favorizată termodinamic) producându-se spontan. Cum numai unul dintre 

cnantiomcrii unui racemic prezintă proprietăţi bioactive, este necesară scindarea racemicului 
cu obţinerea acestuia. 

Enzimele cu cnanti'ospccificitate sunt utilizate pc scară largă pentru scindarea 

racemicilor, din care se obţin produşi bioactivi pentru medicină, industria alimentară, 

cosmetică, industria farmaceutică. 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro
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111.1.1.Sclndarca cnantlospcciflcă a D,/Arlptofanului 

O metodă de scindare a racemicilor D,L-a-aminoacizilor urnmatici sau 

hcteroaromatici utilizează capacitatea estcrazică a a-chimotripsinei. Pentru aceasta, 

aminoacidul racemic este transformat mai întâi în ester inferior (metilic sau etilic), acesta 

fiind supus apoi hidrolizei enantiospecifice în prezenţa a-chimotripsinei, cu obţinerea L­

aminoacidului optic pur (25): 

R-yll-COOR' 
Nil2 

D, L(24) 

a-chimotripsină „ 
7' 

ll20 

R-....... ,....COOR' 
y~H 

Nl-12 (26) 

L D 
(solubil în apă, insolubil (insolubil în apă, solubil 

ţ în solvenţi organici) în solvenţi organici) 

.___ ------'r ... a ... c=e=m=i=z=ar...,e .... -=-r=e=c1=· r=c=u=la=r=e _____ ___,./ 

Produşii de reacţie se separă pe baza diferenţei de solubilitate. 

Metoda are totuşi o aplicabilitate restrânsă doar la câţiva a-aminoacizi, deoarece în 

prezenţa chimotripsinei esterii a-aminoacizilor se pot polimeriza; în plus, enantiomerii Dai 

esterilor rezultaţi din reacţie sunt de obicei inhibitori ai enzimei. 

Excepţie fac substrate ca: esterul metilic al D,L-triptofanului, esterii DL-fcnilalaninei, 

esterul etilic al D,l-tirozinei. 

a)Ohtinerea clorhidratului estemlui metilic al D.l-triptofanului (27) 

~CHrCH-COOl-1 
VN)I ~II2 

li 
DL-triptofan 

Materiale nece.'îare: 

-/>./,-triptofan 20,4g (O, I moli); 

-CI 1101 I absolut 30ml; 

-SOCl2 11,9g (O, 1 moli) - 7,9ml. 

Mod de lucru: 

DL (27) 

20,4g /),/,-triptofan se suspendă prin agitare în 30ml metanol absolut. Se răceşte 
suspensia suh agitare I~ O"C, pc o baie cu amestec răcitor. 

l.a suspensia fonnată se adaugă treptat, suh răcire şi agitare, 7,9ml SOCl2, timp de 

20 mm. (Atcn\id Se va lucra într-o nişă cu tiraj hun.). 

I >upC1 terminarea ad.1ugurii. se scoate vasul Jin amestecul răcitor şi se lasă rcac\ia să se 

dl'li111tl\cA· la temperatura camerei. p,in.1 la omogeni/arca amestecului (aprox. 50-60 min. ). 
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Biocatalizalori imobiliza/i în sinteza unor sub.stanje bioacrive. 

Se evaporă metanolul pe baie de apă. Reziduul se răceşte puternic şi se agită pentru 

iniţierea cristalizării. Rezultă clorhidratul esterului metilic al D,L-triptofanului, rn 

p.t.=216°C (27). 

b)Dcscompunerea clorhidratului esterului 

~CHz-fH-COOCII3 _K~2C_O~3..__ .. ~CHz-fH-COOCH3 

VN)I NHrHCl -HCI VN)I NH2 

H H 
DL (28) DL 

Materiale necesare: 
-clorhidratul esterului (de la punctul a); 

-K2CO3 sau NaiCO3 30% în apă distilată; 

-KOH anhidru. 

Mod de lucru: 
Clorhidratul metil-esterului D,L-triptofanului se amestecă cu 20g gheaţă pisată, după 

care se aduce la pH=7 ,5 cu o soluţie de K2CO3 sau NaiCO3 30%, adăugată în picături, sub 
agitare continuă şi răcire exterioară pc o baie cu amestec răcitor (apă şi gheaţă). 

După neutralizare şi topirea gheţii din baia de răcire, esterul metilic al /),/.­
triptofanului (28) se extrage de 3 ori cu câte 20ml eter etilic. Extractele eterice reunite se 

spală cu 25ml apă distilată, după care se usucă timp de o oră pe KOH anhidru. 
Se evaporă eterul etilic pe o baie de apă, la 40°C. Reziduul uleios, slab-gălbui, 

cristalizează după un repaus de câteva zile în frigider. Se recristealizează (la nevoie) din eter 
etilic-eter de petrol (I: 1 v/v). 

P.t.=71-73°C. 

Observaţie: Pentru scindare în antipozi, se poate utiliza şi metilesterul uleios. 

c)Scindarca enantiospecifică a esterului metilic al D,l-triptofanului 
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Materiale şi aparatură nece!iare: 
-pl I-metru cu electrod mixt standardizat cu un tampon la pi f =7; 

-hiurctă de titrare cu aprox. 10ml NaOH lN; 

-a-chimotripsină imobilizată prin reticulare (pag.53); 

-metil ester al D,L-triptofanului (28) 4,04g (20 mmoli); 

-HCI conc.; 

-N~SO4 anhidru; 

-metanol; 

-etanol. 

Mod de lucru: 
Într-un pahar Bcrzelius de 250ml prevăzut cu agitare magnetică, se introduce un 

amestec de 4,04g (20 mmoli) ester metilic al IJ,l,-triptofanului şi 15ml metanol. Se începe 

agitarea şi se adaugă rapid I 00ml apă distilată. Se aranjează electrodul mixt în masa de 

rl!aqie, dcasq1ra căreia se suspendă biureta cu NaOII IN. 

L11 solu\ia mctanolică agitată se adaugă o soluţie fcmnată. din 15mg a-chimotripsină în 

2ml apă, sub agitare. Se spală rapid eprubeta în care a fost solu\ia de enzimă cu încă 2ml apă 

distilată, care se adaugă de asemenea la amestecul de reacţie. 

În cazul utilizării a-chimotripsinei imobilizate, se adaugă în amestecul Jc reac\ie 

imobilizatul filtrat în prealabil, obţinut prin reticularea a 20mg a-chimotripsină. 

Se controlează pH-ul solu\iei în permanentă, mentinându-1 la valoarea 7 (pi I-ul optim 

al a-chimotripsinei), plin titrare cu mici cantităţi de NaOII 1N (Atenţie! Adăugarea unei 

cantită\i prea mari de NaOH poate duce la denaturarea chimotripsinei la pH>8,5, în prezenţa 

metanolului). 

După 2 orc se stopează reactia prin ajustarea rapidă a pH-ului la 12 şi apoi, cu HCI 

eoni.:., se aduce la pll=6. Se evită prelungirea timpului de reacţie, care duce la scăderea 

cnantiospecificită\ii enzimei [(se poate hidroliza şi esterul metilic al D-triptofanului (30)]. 

Amestecul de reacţie se evaporă la un volum de 20ml (la trompă, pe baie de apă sau 

intr-un curent de aer cald). 

Reziduul se păstrează peste noapte la O"C, după care se filtrează la presiune redusă 

esterul metilic al D-triptofanului (30). 

Al.SB~l Se păstrează liltratul apus, care con\inc /,-triptofan (29). 

( 'mtuklc de ester al /)-triptofanului se spală pc pâlnia. Buchncr cu putină apă rece 

hl1ra11il ap, is se reuneşte cu primul filtrat. l :sterul metilic al IJ-triptofanului se usucă în aer. 

1 ·ah·k apuasc reunite, rămase după separarea esterului metilic al {)-triptofanului se 

,H.:1d11kază cu IICI con1.:., la plf.= I: se răceşte pc o baie cu gheată. 

/,-Triptofanul cristalizat (la nevoie, după cvaporari.:a la jumătate din volum a fotei 

ap1,asc uciJulatc) se separă prin fihrarc la trornp:1, se spală i.:u putină apă rece şi se usucă la 
iH:I 
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Se recristalizează dintr-un amestec apă-etanol 1/1 (v/v). 

[a]~> = +5,2 ± 0,5° (2% în HCI 1 N) 

Observa\ii: 
I )Experienta poate fi considerată tenninată după etapa descrisă mai sus. 

2)Se poate obţine şi D-triptof anul refluxând esterul metilic al acestuia cu l ICI 201!,~ •. 

timp de 5 orc. 

3 )Pentru D-Trp: [a]~ = -5 ±IO (2% în I ICI l N) 

111.1.2.Scindarea DL-tirozinei 
Principiul metodei, etapele şi modul de lucru sunt asemănătoare cu cele descrise 

pentru D,L-triptofan. 

a)Obtinerea clorhidratului esterului metilic al D,L-tirozinci (32) 

Ho--@--c1 IryH-COOH 
Nil, 

D,L - (31) 

-- 1-1o--@--c1Irr.H-COOCI-13 
NH2·1ICI 

D,L (32) 

Materiale necesare: 

-D,L-tirozină 

-CH3OH abs. 

-SOC12 

Mod de lucru: 

18,lg (0,1 moli); 

30ml; 

11,9g (0,1 moli); 7,9ml. 

ClhOII„ 

18,lg DL-Tyr se suspendă prin agitare în 30ml metanol absolut. Se răceşte s11spcnsia 

la 0"C cu ajutorul unei băi cu amestec răcitor. 

Se adaugă, sub agitare, în picături, timp de 20 min., 7,9ml SOCl2 (Atentic! Se va lucra 

într-o nişă cu tiraj bun.). După terminarea adăugării SOCl2, amestecul de reac\ie se scoate 

din baia de răcire şi se agită la temperatura camerei până la transfonnarca masei cnstalmc 

într-un ulei dens. Metanolul se evaporă pe o baie de apă, iar reziduul se răceşte puternic sub 

agitare, pentru a cristaliza. Pentru o cristalizare completă se lasă peste noapte în frigida, la 

0"C. 
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h)Dcscompuncrca clorhidratului esterului metilic al /).f,-tirnzinei 

J J(>--0-(1Irf H-COOCI l3 _K_,.,_C<_)J........._► ll(>---0-c, lrJ:H-COOCI I 3 

Nll2 I ICI NI 12 
D,L D,L (33) 

Materiule necesare: 

--clorhidrat al D.l-tirozinatului de metil 23,15g (0,lmoli); 

27g (0,2 moli); -K2C03 

-eter etilic. 

Mod de lucru: 
23,15g clorhidrat al D.l-tirozinatului de metil se tratează cu 27g K2C03 sub fom1ă de 

solu\ie apoasă 30%, răcită în prealabil şi adăugată treptat, sub agitare; amestecul de reactie 
se menţine la -2-0°C, prin răcire exterioară. 

Soluţia apoasă formată se extrage de 4 ori cu câte 50ml eter etilic. Extractele eterice 

reunite se spală de câteva ori cu apă distilată şi se usucă o oră pe KOH. Se distilă eterul pe 

haic de apă. 

Reziduul uleios cristalizează prin agitare şi răcire. În caz de nevoie, se lasă peste 

noapte în repaus, la OOC, în frigider. 

c)Hidroliza enantiospecifică a esterului metilic al D,L-tirozinei 

Ho-{5\-cH -CH-COOCII a-chimotripsină „ H0--{5'vCH2 '-C _.,...H 
~ 2 r 3 7 ~ ~c--coo11 + 

NH2 NH, 
D,L H20 L -(34) 

+ HO~CH2 'y(.~fOCH3 

Nl-12 
D p5) 

insolubil în apa 
solubil în eter 

solubil în apă 
insolubil în eter 

Se utilizează a-chimotripsină solubilă sau imobilizată prin reticulare 

Materiale şi aparatură necesară: 
-pi I-metru cu electrod mixt, standardizat cu un tampon la pl 1=7; 
-biuretă de titrare cu NaOI I I N; 

-ester metilic al DL Tyr 

-metanol 

-NaOII IN: 

-a-chimotripsină solubilă 

3,9g (20 mmoli); 

15ml; 

15mg sau echivalentul în a-chimolripsină 

reticulată (reticulat oh\inut din 20mg enzimă); 
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-I ICI corn.:.; 

-CI 12Cl~. 

Mod de lucru: 
Într-un pahar Berzelius de 250ml prevăzut cu agitare magnetică, se introduce o snlu\k 

formată din 3,9g ester metilic al D.L Tyr în 15ml metanol. 
Se începe agitarea şi se adaugă rapid I 00ml apă distilată. Se aranjează electrodul mixt 

în masa de reacţie, deasupra căreia se suspendă o biuretă cu soluţie apoasă de NaOI I I N. 

pentru ajustar-;a pH-ului. La soluţia agitată se adaugă 15mg a-chimotripsină dizolvu1{1 i11 

2ml apă distilată (eprubeta în care a fost soluţia de enzimă se spală rapid cu 2ml apă disLJlatJ 

care se adaugă de asemenea la amestecul de reacţie). 

Pentru varianta cu enzimă imobilizată, se adaugă reticulatul depus obţinut din 20n1g 

a-chimotripsină. 

Se controlează pH-ul masei de reacţie în permanenţă, menţinându-l la valoarea 7, pnn 

titrare cu NaOI-1 l N (Atenţie! Nu se va adăuga dintr-o dată o cantitate mare de NaOl l, 

deoarece la pH>8,5 enzima se denaturează). 

După 2 ore se stopează reacţia prin ajustarea pH-ului Ia 12, după care se adun: la 

pH=6 cu I ICI conc. 

Amestecul de reacţie se evaporă la un volum de aprox. 20ml (la trompă, pc haic de apă 

sau în curent de are cald). Reziduul obţinut se păstrează peste noapte în frigider la 0"( :, după 

care se filtrează Ia presiune redusă, cristalele de ester metilic al D Tyr (35). 

Atenţie! Se păstrează filtratul apos, care contine L-Tyr (34 ). 

Cristalele de ester metilic al D Tyr se spală pe pâlnia Bi.ichner cu puţină apă rece, 

filtratul apos reunindu-se cu primul. Esterul metilic al D Tyr se usucă în aer, după cm: se 

recristalizează din heptan-acetat de etil I: 1 (v/v). 

Filtratele apoase reunite se extrag de două ori cu câte 15ml eter etilic. Din cxlradelc 

eterice reunite se mai obţine după evaporare o cantitate mică de ester metilic al D-Tyr. 

Faza apoasă rămasă după separarea esterului metilic al /J-Tyr se acidulează cu I ICI 

conc. la pH=l şi se răceşte puternic pe o baie de gheaţă. 

În caz că L-Tyr nu cristalizează, se evaporă soluţia apoa~ă la 1/3 din volumul 111i\ial ~i 

se răceşte puternic. 

/.,-Tirozina cristalizată se filtrează la presiune redusă, se spală cu puţină ap{t rccl· ~i se 

usucă în aer. Se poale recristaliza dintr-o cantitate minimă de apă distilată. 

[a];;>= -10,3±1" (2% în HCI 5N). 

Ohscrva\ic: Expcrien\a poale li considerată încheiată Jupă uh\inerca 1-·1 ,r ~i a 

esterului mclilii.: al n-Tyr. 

Lsterul />-Tyr se poale supune sapunilicării prin Jicrhcrc cu IICI ~o•:;,, Li111p d<.: 5 <1rr. 

l\.:11Lru JJ~Tyr: [a]7\1 = +10±0,5° (2'Yi, în IICI 5N). 
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111.1.J.Scindarca D,/,-fcnilahrninci 

Fstcrii /),/,-fenilalanirn:i nu pot li scinuati direct prin saponificare enantiospecitică în 

mediu apos cu chimotripsina din pancreasul de porc, deoarece în aceste condiţii esterii D­

Phc rL'Zulta\i ca produ~i secundari sunt inhihitori puternici ai enzimei. 

De aceea. a-chimotripsina este utilizată în fază apoasă, doar pentru hidroliza 

cnanllt1specifid a esterilor N-acilaţi ai D.L-Phe. 

În schimh. într-un sistem bifazic apă-solvent organic nemiscihil cu apa există 

pllsibilitatca ohţincrii cu randament înalt a L-Phe din esterul metilic al f),L-Phe, deoarece 

esterul D-Phc rezultat din reacţie trece în faza organică. evitându-se astfel contal:tul cu 

cn:rima şi deci inhibarea acesteia. 

În cele ce urmează va fi descrisă scindarea D,l,-Phe în mediu apos. 

Se foloseşte ca substrat esterul metilic al N-acctil- D,L-fcnilalaninci (36). Ecuaţia de 

hilan\ pelltru scindarea enzimatică a acestui racemic este unnătoarea: 

C6l Is-CHryH-COOCI-13 

NIICOCH3 

D.L (36) 

a-chimotripsină ~ C H,-ClJ,.,-. ,/ II 
/ 

6 
• - C........,COOH 

H:: NIICOCII3 
- L (37) 

solubil în apă 

+ 

+ C6Ils-CH2-. _.,...COOCII3 
C........,H 

insolubil în clorură de metilen 

NHCOClh 
D (38) -

insolubil în apă 
solubil în clorură de metilen 

1 °Sintcza esterului metilic al N-acctil-D,L-fenilalanlnei (36) 
Metoda A 

Această metodă constă în N-acetilarea D,l-Phe şi esterificarea ulterioară a D,L-Phe 

N-aceti late. 

a)J\cctilarca D.L-fcnilalaninci 

Materiale necesare: 

- n.L-Phe 5g; 

-NaOH lN; 

-anhidridă acetică 3,lg (30,2 mmoli)- l,72ml; 

-I ICI conc. 

Mod J,_, lucru: 

Întru-n llacon Frlcnmcycr de 100ml se dizolvă 5g /J,L-Phc in 61ml NaOII IN. 

Se aJaugă rapid I, 72ml anhidridă acetică, se astupă Jlaconul cu un dop şi se agilă 

viguros timp de 10 min. la temperatura camerei. 

-X9-
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Rezultă un amestec limpeJe, care se acidulează cu HCl .conc. (în prezentă Jc w~u d~ 

Congo), se răcqtc într-o haie de ghea\ă şi se filtrează cristalele de N-acetil-D,/,-fcnilalaniml 

pc o pâlnie Bi.ichner, la presiune redusă. Se spală cu puţină apă răcită pe gheată. J>m.:ă csk 

necesar, se recristalizează dintr-un volum minim de apă distilată. 

P.t.=151-153"C. 

h )Esteri fi carea N-acetil-D.L-fenilalaninei [ obţinerea compusului (36)) 

Materiale necesare: 

-N-acetil D,L-Phe 

-metanol ahsolut 

-SOCl2 

-dicloretan 

-Na2C03 5%; 

-NaCI; 

-Na2SO4 (MgSO4 ) anh.; 

-eter de petrol sau hexan; 

-heptan; 

-acetat de etil. 

Mod de lucru: 

4g (19mmoli); 

30ml; 

2,26g (19mmoli)- aprox. 1,4ml; 

35ml; 

Într-un fl.il.!on Urlenmeyer cu dop rodat se dizolvă 4g N-acetil D,L-Phe în 30ml 

metanol absolut şi se adaugă o cantitate echimoleculară ( 1 ,4ml) SOCl2. Se astupă flat:t)nul şi 

se lasă să stea câteva ore la temperatura camerei, sub agitare ocazională. 

După scurgerea timpului de reacţie se evaporă metanolul pe baie de apă, iar reziduul se 

dizolvă în 35ml dicloretan. Solu\ia organică se spală alternativ cu NaiCO3 5% ~i sulu\ie 
salină (NaCI 20-25%), până ce soluţia salină de spălare prezintă reacţie neutră (pe indicator 
universal de pH). Faza organică se separă, se usucă timp de câteva ore pe MgSO4 anh. sau 
NaiSO4 anh., se filtrează, şi se evaporă la sec, pe baie de apă. 

Reziduul, la început sub forma unui ulei, cristalizează prin agitare şi răcire energică pe 

un amestec răcitor (gheaţă şi NaCI). În caz că nu se produce cristalizarea, se adaugă pu\in 
hexan sau eter de petrol şi se agită viguros cu o baghetă, mentinându-se pe amestecul 
răcitor. 

Cristalele oh\inutc, de ester metilic al N-acetil D,L-Phe, se separă prin filtrare la 
presiune redusă şi se pol recristaliza într-un amestec de heptan-acetat de etil (I: 1 v/v). 

P.t.=64,5-66°C. 

McloJa B • 

Acest prm.:eJeu inversează etapele Je oh\inere a substratului (36), co111para1iv cu 
metoJa A. 

.<)[). 
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a)Estcrilicarca J)J,-fcnilalaninci 

Materiale 11ece.\·are: 

-D,L-Phc 

-metanol anhidru 

-SOCl2 

-eter etilic. 

Mod de lucru: 

5g (30,2 mmoli); 

30ml; 

3,6g (30,2 mmoli) - 2,2ml; 

Într-un flacon Erlcnmeyer de 50ml se introduc 5g D.L-Phe, peste care se adaugă 30ml 

metanol anhidru. 

Se răceşte amestecul, sub agitare, într-o baie de răcire, până la 0°C. La suspensia astfel 

fonnată se adaugă, sub agitare, un echivalent molar de SOC12 (2,2ml), mcntinând 

Lcmcpratura amestecului de reactie în jur de 0°C. După terminarea adăugării, se scoate vasul 

din baia de răcire şi se lasă să se definitiveze reacţia la temperatura camerei, cu agitare 

ocazională. 

Rcactia este completă atunci când amestecul devine omogen. Se evaporă metanolul pe 

haic de apă, se răceşte reziduul uleios, la care se adaugă putin eter etilic. Se agită puternic 

sub răcire energică, pentru iniţierea cristalizării. 

Produsul de reactie cristalin se separă prin filtrare la trompă. Rewltă clorhidratul 

esterului metilic al D,L-Phe, cu p.t.=157,5-158,5°C (randament= 85%). 

b )Acetilarea esterului metilic al D,L-fenilalaninei [ob\inerea substratului (36)] 

Materiale necesare: 

-clorhidrat al esterului metilic al D.L-Phe; 

-benzen; 

-tridilamină; 

-clorură de acetil; 

-heptan; 

-acetat de etil; 

-eter de petrol. 

Mod de lucru: 

Într-un vas Erlenmeyer se introduce clorhidratul esterului metilic al D.L-Phe ohtinut la 

punctul a), peste care se adaugă 25-30ml benzen şi un echivalent molar de trielilamină. 

Su~pcnsia frmnală se agită timp de 15 min. Se răceşte amestecul la 0°C, se mai adaugă încă 

11n l·ch1vaknt de trietilamină şi apoi 1, 1 echivalenti molari de clorură de acetil. 

I >upil aJ;iugare, se lasă amestecul să revină la temperatura camerei, apoi se tiltrcază la 

presiune redusă pentru îndepărtarea clorhidratului solid al trictilaminc1. Filtratul se evapora 

lu sec. pc baia J1.: apă. 

'li 
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Se oh\inc un produs uleios, care cristalizează prin răcire puternică (şi, eventual, rrin 

adăugare de pu\in eter de petrol). Se filtrează esterul metilic al N-acetil-D,/,-Phc, la pn:siune 

redusă. Se poate recristaliza din heptan-acetat de etil (l: I v/v). 

P.l.=64,5-66°C. 

2°Hidroliza enzimatică enantiospecifică a esterului metilic al N-acctil DJ­

fenilalaninei (36) 

Materia/;• şi aparatură nece!1·are: 

-pll-metru cu electrod mixt, standardizat cu un tampon cu pH=7; 

-biuretă pentru titrare, cu NaOH 1 N; 

-ester metilic al N-acetil D,L-Phe 4,42g (20 mmoli); 

-metanol 15ml; 

-a-chimotripsină 15mg sau echivalentul în a-chimotrip:.111;1 

imobilizată (ob\inut prin rcticularea a 20mg chimotripsină); 

-NaOH IN; 

-HCI conc.; 

-heptan; 

-acetat de etil; 

-clorură de metilen; 

-Na2S04 anh. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius de 250ml, prevăzut cu agitator magnetic, se introduce o s,il upc 

fonnată din 4,42g ester metilic al N-acctil D,L-Phc în 15ml metanol. Se începe agitarea şi !IC 

adaugă rapid l 00ml apă distilată. Se aranjează electrodul mixt în masa de reac\ie deasupra 

căreia se suspendă biureta cu NaOH 1 N, pentru o titrare de pH. La soluţia metanoli că 

agitată se adaugă o solu\ie ob\inută din 15mg a-chirnotripsină în 2ml apă. Se spală rapid 

eprubeta în care a fost soluţia de enzimă cu 2ml apă distilată, care se adaugă de asemenea la 

amestecul de reacţie. Dacă se lucrează cu enzima imobilizată, se folseşte aductul ohlinut 

prin reticularca a 20mg a-chimotripsină (pag.53), imobilizatul (filtrat în pn:ulabil), 

adăugându-se sub agitare la solu\ia substratului. Se controlează în permancn\ă pi J-ul 

amestecului de reac\ie, menţinându-se la valoarea 7, prin ajustare cu mici cantită~i Jc 
NaOll IN. 

Durata reactici este de două orc, în urma sa rezultând un amestec din produşii (37) şi 

(J8). După knninarca rcac\iei, se aduce pll-ul la 12 cu NaOil 1 N şi apoi se ,~j11sh.:a1ă la 6 
cu I f(. 'I conc., adăugat în picături. 

Anwsh.:cul de rcac\ic rezultat se evaporă la un volum final de 15-20ml (la lrlllllpă, p..: 

k11..: di: api"t sau în cur..:nt di: aer cald). 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Biorntalizatori inwbilizaţi în sinJr.:a u,wr .mbstnnfe bioactive 

Reziduul se lao;ă peste noapte la 0°C, după care se filtrează cristalele de ester metilic al 

N-acctil-/J-Phc (38), care se spală pc pâlnia Buchner cu puţină apă. Esterul metilic al 

N-acctil-D-Phc (38) se usucă în aer. P.t.=73-75°C. 
Se recristalizează din heptan-acetat de etil ( 1: 1 v/v), ridicându-se punctul de topire la 

88-89°C. [a];; = -16° (4% în etanol). După a doua recristalizarea se îmbunătăţesc atât p.t. 

(90-91 °C) cât şi [a];; = -18,5 °. 

Filtratele apoase reunite, care conţin N-acetil-l-Phc (37) se extrag de două ori cu câte 

15ml Cll2Cl2. Extractele organice reunite se spală cu puţină apă (nu se aruncă fazele 

apoase!) şi se usucă pe N3.iSO4 anh. După evaporarea pe baie de apă la sec a fazei organice, 

se mai separă o mică cantitate de compus (38) (ester metilic al N-acetil-D-Phe). 

Fazele apoase rezultate de la filtrarea, extracţia şi spălarea compusului (38) se reunesc 

şi se acidulează cu HCI conc. la pH=l. Se răceşte puternic pe o baie de gheaţă, când 

prccipită compusul (37) (N-acetil-L-Phe). Dacă nu are loc cristalizarea, se concentrează faza 

apoasă acidulată la 1/2-1/3 din volum şi se răceşte p11temic. 

Se filtrează precipitatul de N-acetil-L-Phe, se spală pc pâlnia Buchner cu puţină apă 

răcită cu gheaţă şi se usucă în aer. P.T.=170-172°C. 

După o primă recristalizare dintr-o cantitate minimă de apă, p.t.= l 74-l 75°C, iar 

[a]~ = -+40° (4% în etanol). După a doua recristalizare: [a];; = -+47°. 

Observaţii: 

-Experienţa poate fi considerată terminată în acest moment. 

-Pentru a se obţine D şi_L Phe, se refluxează compuşii (37) şi (38) cu HCI 20%, timp 

de 5 ore. 

D-Phc: se recristalizează din apă. 

[a~ = +33,5 ± 0,5° (2% în apă) 
L-Phe: se recristalizează din apă. 

[a]~ = -32 ± 1° (2% în apă) 

111.2.0btinerea acidului 6-aminopenlcilantc 

Acidul 6-aminopenicilanic (6-APA) este un intermediar preţios în semisinleza 

pcnicilindor şi a ccf~losporinelor. El se poate obţine prin hidroliza enzimatică a 
pcnic1linclor de fermentaţie. 

Pentru aceasta, ca suhstrat se puatc folosi pc11icilina V (39): 

_(fl. 
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Penicilina V 

11,N-c117s1g1; 
(r=='L-N COOH 

6-APA (40) 

Materiale şi aparatură necesare: 

-TR[S (trihidroximetilen-metilamină) 

-CaCl2; 

-HCI lN; 

-etanol; 

-sare de, potasiu a penicilinei V 

-chimotripsină A 

a-chimotripsină „ 
7 

1120 

+ C6H5-O-CHrCOOfl 

(41) 

2,4g; 

5g (0,013 moli); 

10mg (sau echivalenllll său în 

chimotripsină imobilizată, obtinut prin reticularea a 14mg enzimă); 

-eter etilic; 

-NaiSO4 anh.; 

-pH-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
2,4g TRIS se aduc la 150ml cu apă distilată şi se introduc într-un vas de reacţie, 

prevăzut cu agitare magnetică. Pentru activare, se adaugă 55ml soluţie de CaCl2 5%. Se 

începe agitarea (magnetică) şi se ajustează pH-ul amestecului la 8, 1 cu HCI 1 N, în prezenta 

unui electrod mixt legat de un pH-metru. 

Din această soluţie tamponată se reţin 150ml, la care se adaugă 5g sare de polasiu a 

penicilinei V. 

Soluţia substratului în tampon se plasează apoi într-un flacon prevăzut cu agilalor 

mecanic şi electrod mixt de pi I introdus în masa de reacţie. Se adaugă, sub agitare, J 0mg 

chimotripsină A (sau echivalentul în enzimă retieulată) şi se tennostatează la 37°C. Rcac\ia 

durează 2 orc la această temperatură. 

După scurgerea timpului indicat, reac\ia se stopează prin denaturarea enzimei cu 3-4ml 

etanol, iar pi I-ul amestecului se ajustează cu HCI l N la 7. Precipită 6-APA (40). 

Pentru indcpărlarca resturilor de acid Jcnoxiacetic ( 4 l) se dizolvă 6-AP /\ brut înlr-o 

cantitate minmă de eter ctilc şi se spală într-o pâlnie de separare cu câteva poqiuni de apă 

~listilală. Se separă straiul organic şi se usucă pc Na2SO4 anh. 

După uscare. se l1ltrcază solu\ia eterică şi se liol1lizcază la presiune redusă, într-un 

cvapuralor rotativ. Se oh\in aprox. 2,7g 6-/\P/\, cu p.t.=-208"C. 
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111.3.Izolarca inhihitorului natural al tripsinei prin cromatografic afină 

Jnhihitorul natural al tripsinei se izolează din extract de cartofi, folosind ca suport afin 

(fază sla\ionară) tripsina imobilizată. 

Metoda este selectivă, eficientă, rapidă şi simplă şi se bazează pc specificitatea 

intcrac\iilor biomoleculare, fiind un exemplu de izolare a unei substan\e biologic active cu 

enzime imobilizate. 

111.3.1.0bţinerea extractului de cartofi cu conţinut în inhibitor al tripsinei 

Tuberculii de cartofi contin inhibitori ai unor proteaze implicate în metabolismul 

proteic ca: a-chimotripsina, tripsina, carboxipeptidazele A şi B. Aceşti inhibitori protejează 

tuberculii faţă de atacul microorganismelor şi fungilor. 

Extractul brut de inhibitor proteic din cartofi este deci un amestec, din care se pot izola 

componentele prin cromatografie afină (utilizând ca liganzi enzimele specifice). 

Materiale şi aparatură nece!t·are: 
-tuberculi de cartofi 1200g; 

-ditionit de sodiu-soluţie 0,7%; 

-!ICI 6N; 

-omogenizator Potter; 

-(NH4) 2S04 . 

Mod de lucru: 

1200g tuberculi de cartofi spălaţi se măruntcsc şi se umectează cu o soluţie de ditionat 

de S<)diu 0,7%. Amestecul se omogenizează cu ditionat într-un omogenizator de tip Potter. 

Omogenizatul obţinut se filtrează la trompă şi se presează pe pâlnia Htichner cu ajutorul 

unui dop de sticlă. 

Filtratul se aduce la pH=3,0 cu ajutorul unei solu\ii apoase de IJCI 6N. Amestecul 

a<.:idulal se centrifughează la 4000 rpm, timp de 30 min. 

Pentru purificarea parţială a extractului, se decantează supematantul limpede şi se 

plasează pc o baie de gheaţă, după care se saturează prin adăugare de (NH4 ) 2S04 , până la o 

saturaţie de 70%. Se agită timp de o oră, după care se separă precipitatul prin centrifugare la 

4000rpm, timp de 30 min. şi se filtrează la trompă. Precipitatul se spală pe pâlnia Btichncr 

cu o soluţie de (NI-14 ) 2S04 70%, pentru îndepărtarea completă a ditionitului. Precipitatul 

astfel spălat se dizolvă în I 00ml apă distilată, sub agitare timp de o oră. 

Soluţia este supusă unui tratament termic la 80"C timp de 5 mm., pentru precipitarea 

proleinclor, după care se filtrează pc pâlnia Bi.ichncr. 

Rezultă un filtrat limpede care conţine inhibitor de tripsină. 
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111.3.2. b:olarca inhibitorului tripsinei prin cromatografie afină 

Cromatografia alină, o variantă a cromatografici se adsorb\ie, se ha;,cază pi: acd.1~1 

principiu general: purificarea sau_ extrac\ia unei substanţe dintr-o solu\ic se fon· p, 1ri 

interacţiile spcciliL:e, reversibile, dintre faza sta\ionară (adsorbentul) şi substan\ck de Î/• •la1 

sa!I de purificat. Ftapa unnătoare constă în elu\ia (desorb\ia) compuşilor re\inu\i spn:1l1c p•· 

faza sta\ionară. 

Faza sta\ionară (adsorbcntul) este fonnată în cazul cromatografici afine cu <'11/1111• 

imobilizate dintr-un suport poros pc care a fost imobilizată în prealabil enzima (11µ,111d11I 

propriu-zis). 

Enzimele se kagă de suport prin legăuri covalente, de obicei la capătul unui „s1,al'l'1'. 

pentru a se evita clectele sterice şi electrostatice nedorite, care pot împicdil·a dil111ia 

substratului sau inhibitorului specific la centri activi ai biocatalizatorului. În escn\ă d.ip1:k 

cromatografici aline pot li schcmatizatc în figura nr. I 3. 

+ 

FJ.:~'l :-:.tJtk-n:.1r~'l 
, ~1d~, .. ,rl;c-nt, 

Figura nr.13 

Htapele cromatogra.fiei a.Jine 

o 
00 

dllJfC 

() 

În acest mod, trecând 1111 amestec con\inând diverse protci1Je printr-o coloa11a 11111plu1a 

w un adsorhcnt specific d1)ar uncia dintre ele, aceasta va li rc\inulă, în timp Jc n-s11d 

proteindor şi alte substan\c din amestecul rcspcdiv se îndepărtează d111 c1,l.i,111ă 11, iii 
sp:1lan: 

Cu s 11p( 1rturi se poate folosi <1 gamă largă Jc suhs1a111c organice (p,1!1 ,d1.it1lk 

roliac1ilam1dă. p()lthidroxi(met)acrila\i etc.;) 'idll anorganit:e ("iticlă. l'L"lt111,,d l'll'.) 

rrcactivalc î11 prcal.1hil prin lixarca pe supufo\a l(lr ;, unor grupe reactive. c.ip„hk lk a 

li 1rmc1 kg:il11r1 u ,vak11ll.: cu ţrt1pl.'.k lihcre J111 molu:uld, l'll/1111clor. 
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~uporturilc trchuic să fie poroase, rigide, uniforme ca dimensiuni, de formă sferică 

(palată), ncllcxibilc (pentru evitarea compactării în coloană) şi inerte chimic în condiţiile în 

carl' s~ utilizează. 

Materiale şi aparatură necesare: 
-gel enzimatic perlat, conţinând 4,8mg tripsină/ml gel 1,5ml; 

-tampon TRIS-1-JCI 0,2M, p11=7,8; 

-extract de cartofi; 

-KCl 0,5M în IICl O, 1 N; 

-NaOII IN; 

-(N114 ) 2S04; 

-pH-metru cu electrod mixt standardizat. 

Mod de lucru: 
15ml gel enzimatic perlat, conţinând 4,8mg tripsină/ml gel se suspendă prin agitare 

într-o solu\i•'. tampon TRIS-HCl 0,2M, pll=7,8, după care se încarcă într-o coloană 

rn,matografică (patul de gel l ,4x l 0cm). 

În coloană se introduc 6ml extract de cartofi (cu concentraţie proteică 12,5mg/ml, care 

co11\inc inhibitorul natural al tripsinei (vezi observaţie). 

În continuare, pe la partea superioară a coloanei se aplică tamponul (TRIS-1 ICl 0,2M, 

pl 1=7 ,8), până la îndepărtarea tuturor componentelor din extractul de cartofi nere\inute pe 

coloană (lipsa extincţiei la 280nm). După spălare, se aplică eluentul format dintr-o solutie 

de KCl 0,5M în HCI O, 1 N, care deplasează inhibitorul de pe suportul afin. Se recoltează 

probe de câte 3ml, care se citesc la 280nm, trasând un grafic al D.O. în func\ie de numărul 

frac\iilor (I, 2, 3 .... etc.). Fracţiunile proteice acide se neutralizează cu NaOII O, I N la 

pi 1=7 (prin titrare cu ajutorul unui pi I-metru). 

După neutralizare, în fractiunile culese se determină activitatea inhibitorului asupra 

tripsinei, după metoda descrisă în continuare. 

În general, 5mg inhibitor eluat din coloana cromatografică corespunde unei capacită\i 

Jc legare a adsorbentului de 0,33mg inhibitor/ml gel. 

Obscrvatic: Pentru creşterea concentratiei proteice în extractul de cartofi supus 

cromatografiei aline, acesta se tratează în prealabil cu sulfat de amoniu 80%, proteinele 

precipitate şi separate prin centrifugare reluându-se cu un volum minim de tampon TRIS-

11<'1. 

111..l.3.Dctcrmlnarca actlvltăţll lnhlhltorulul tripsinei Izolat prin cromatografie 

afină 

Pentru evaluarea ac\iunii inhibitorului clual din col1)ana crnmatogralică, se Jctcrmi11ă 

act1v11u1cu tripsinei folosind ca suhstrat cazeina, în abscn\a şi prczcn\a inhihitorul11i. Se 

li,IDsc~c câte 0,5ml gd depus de tripsină imohilizală pentru fiecare Jctcnnmarc. 

-•n-
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Se lucrează cu fraqiLtnilc cluate din coloană, plus o probă în care se va lucra în ·.1hse1q,1 

inhibitorului. Se iau în lucru câte O, 1 ml din fiecare fraqie cluată. 

ft-f ateriale nece.-.are: 

-fractiunile cluate pc coloană; 

-tripsină; 

-tampon TRIS-HCI 0,2M, pH=7,8; 

-CCl3COOl I 5%,; 

-cazeină. 

Mod de lucru: 
Se iau, în eprubete diferite câte 0,1ml din fracţiunile eluate pe coloană, plus 1i 

eprubetă în care se va lucra în absenta inhibitorului. 

În fiecare dintre ele se introduc câte 0,1ml solutie tripsină 0,05% în tampon TRIS-11( I 

0,2M, pll=7,8. Probele se incubează 30 min. la 37°C, după care reac\ia este s111p<11ct 

adăugând în fiecare dintre ele câte 3ml soluţie 5% de CC13COOH. 

După 25-30 min. se filtrează cazeina nedigerată. În filtratele care con\in prnh.:1m·k 

digerate se face determinarea colorimetrică conform modului descris anterior (pag o5) 

Activitatea enzimatică se va exprima în µmoli tirozină/min./mg proteină. 

Activitatea inhibitoare se exprimă în unită\i de inhibiţie/ml probă (Ul/ml); u11iLah::i de 

inhibiţie este cantitatea de inhibitor care produce scăderea activităţii enzimatice cu I p11wl 

tirozină/min. U.1. se exprimă prin relaţia: 

U.J..=A B,încarc: 

A= activitatea proteolitică a tripsinei în proba fără inhibitor; 

B= activitatea tripsinei în frac\iunile eluate din coloană (în prezenta inhibitorului) 

Se va trasa pentru probele cu inhibitor o curbă a variaţiei U.I. în funcţie de 11u,nărul 

probei. 

111.4.Dozarca activitătii unor enzime cu aiutorul substratelor cromogene 
Substratelc cromogene specifice sunt utilizate pe scară largă pentru detern1111arcu 

activităţii unor enzime, metodele de dozare fiind accesibile, rapide. sensih1lc ~i u~or 

reproductibile. 

Un substrat cromogen se obţine în general prin imobilizarea unui colorn111 , 11 gank 

(azoic. anlrachinonic, Lriazinic ele.) pc un suport macromolecular 111soluhil ( l·duloză, 

amidon, colagen, elastină, cazdnă ele.). Imobilizatul astfel oh\inut se h1drnl1zca1<1 c11 u 

cn:timă spccilil:ă supllrlului (celuloză, amilază, colagcnază, clasla:ză etc). i11 unn.1 s,·111dt111i 

cnz11natice ml· loc l'lihcrarca în sol11\ie a colorantului, care poale li Jozal spcl'lwli ,1011h:l11c. 

l·s1i111:t11du-sc a:-.Lld <1cl1v11at,~a hillcatulilică u enzimei. 
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Legăturile stahilitc între suport şi colorant pot fi covalente sau necovalcnte, ca ş1 

legături mixte, mecanismul formării acestora nefiind complet elucidat. Se pare că o mare 

parte a colorantului este re1inută prin adsorhlie. 

Metodele utilizate penim dozarea enzimelor cu ajutorul subslratelor cromogene 

cuprind în general mai multe etape: 

-obtinerca substratului cromogen în unna fixării colorantului pe suport; 

-incubarea substratului cromogen cu solutia enzimei, un anumit timp, la o anumită 

temperatură; are loc scindarea substratului cu formarea unor fragmente colorate, solubile; 

-îndepărtarea din mediul de reactie, prin filtrare sau centrifugare~ a substratului 

nedigerat şi a fragmentelor insolubile; 

-eolorimetrarea supematantului la o lungime de undă corespunzătoare absorbţiei 

maxime a colorantului respectiv; 

-transformarea absorbanţelor în unităti industriale de exprimare a activităţii catalitice a 

enznne1. 

Substratul cromogen poate fi utilizat în sistem "hatch" (vas cu agitare) sau într-o 

coloană cu pat compact. 

Determinarea activitătii enzimatice a a-amilazei 

Ca substrat cromogen specific se utilizează amidonul granulat, reticulat cu 

epiclorhidrină {pag.6), activat cu p-benzochinonă (pag.21) şi cuplat cu un colorant reactiv. 

În tabelul nr.13 sunt indicaţi câ\iva coloranţi utilizaţi pentru obţinerea acestor 

suhstrale, ca şi absorbţiile lor caracteristice din spectrele electronice. 
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Nr. 
crt. 
o 
l 

li 

Biocatalizatori imobilizafi in sinte::a unor .mhstan/e hio(l('/Î,e 

Tabelul nr.13 

Colora11Ji reactivi utilizaJi pentru obJinerea substratelor cromogene 

Tipuri de coloranţi 

1 
Coloranţi triazinici 

-Roşu B 5A 

-Roşu M 3A 

-Roşu MB 

-Violet M JR 

Coloranţi antrachinonlci 

-Ami noantrachi nonă 

-J\ciJ hrornaminic 

specifice a-amilazei 

Structura coloranţilor 

2 

151 
liro~ H --© 

00 
N-N Q 

SO Na S03Na 3 

CI 

NAN 

Hr['Q~ Oli -~ 

Q~~,NaQ 
S0_1Na3 

CI 

NAN 

,{Q~ Oli -@S03Na 

~

NQ 

S 3 03Na 

CI 

NAN 

tn-fQ,\H Oli OH 

Q~~~ 
SOC; o 0 3Na NO 

SO Na 3 2 
j 

O Nil, 

~S<l 1N11 

~ 
-11111-

--------

-1 
Âinax (nm) 

3 
·----

560 

530 

540 

550 

--- ·--------
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Bi,K·ntnlizatmi imobil.izaţi i,1 si11Jeza 1mnr s11hstanJe bioactive 

Suhslralclc cromogene ohţinulc pc această cale sunt stahilc şi pot fi utilizate atât în 

coloane cât şi în sistemul "batch". 

111.4.1.Metoda generală de obţinere a substratelor cromogene pentru dozarea 

a-amilazei 

Se foloseşte amidon granulat, rdiculat cu epiclorhidrină şi activat cu p-henzochinonă, 

care se amestecă cu o cantitate corespunzătoare de tampon fosfat O, 1 M, pl 1=8, în care a fost 

dizolvat colorantul. Se agilă la temperatura camerei, 12-15 ore, după care se filtrează pe 

pâlnia Biichner pentru îndepărtarea colorantului nereţinut. După spălarea cu apă a 

substratului cromogen (până când apa de spălare rămâne incoloră), se spală cu puţină 

acetonă, pentru îndepărtarea apei. Se usucă în aer. 

Materiale necesare: 

-amidon reticulat cu epiclorhidrină şi activat cu p-benzochinonă lg; 

-soh1tie I% de uree în NaiCO3 1 %; 

-colorant (tabelul nr. 13) 0,4g; 

-acetonă. 

Mod de lucru: 

Într-un pahar Berzelius de 100ml se introduce un amestec format din lg amidon 

reticulat şi activat şi 30ml soluţie de uree I% în NaiCO3 I%, care se agită timp de 5 min. pe 

haia de apă la 75-80°C. La acest amestec se adaugă sub agitare 0,4g colorant. Se continuă 

agitarea încă o oră la 75-80°C şi apoi 15-20 min. la 100°C. 

Amestecul de reacţie se răceşte şi se filtrează substratul cromogen rezultat pe o pâlnie 

IHkhncr, la presiune redusă. Se spală pe pâlnie cu apă distilată pentru îndepărtarea totală a 

wlorantului ncre\inul şi apoi cu putină acetonă. Se usucă în aer. 

111.4.2.Determinarca activităţii enzimatice u a-amilazei 

Pentru estimarea activită\ii enzimatice a a-amilazei faţă de substratelc cromogene 

oh\inutc pc baza coloranţilor specificati în tabelul nr.13, se folosesc două metode: 

-metoda colorimetrică, bazată pe măsurarea extincţiei colorantului trecut în solu\ie 

în urma scindării amidonului; 

-metoda gel-difuziei radiale, care se bazează pc acelaşi principiu, măsurându-se 

ra1dc :wnclor de difuzie ale colorantului într-un gel de agaroză sau de alcool polivinilic 
(PVA). 

-1111 
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111.4.2.1.Mctoda colorimetrică 

/\.Scindarea suhstratelor cromogene cu a-amilază 

Materiale necesare: 
-substrat cromogen-uscat; 

-a-amilază; 

-tampon fosfat 0,05mM, pi 1=6,9; 

-I ICI 0,5M; 

-NaOll 0,5N 

Mod de lucru: 

I 0 Pentru substratelc de coloranti antrachinonic1 

Se amestecă în câteva eprubete câte 75mg substrat cromogen cu 5ml tarnpu11 li 1:-. 1 .11 

0,05mM, pll=6,9, pentru gontlarc. După gonflare, se adaugă în fiecare eprubetă câll'. I 1111 

solu\ie de a-amilază de diverse concentra\ii (0,05-0,20mg/ml). 

Se incubează amestecurile timp de I 5 min. la 37°C, după care se stopează rcaq1..i 

adâugând în fiecare eprubetă câte 1ml HCI 0,5M. Se centrilughează amestecurile de rc,Kp·..: 

5 min. la tura\ie joasă (2000g), iar supematantul se colorimetrează fată de apă distilal,1 la 

lungimea de undă corespunzătoare colorantului utilizat la ob\inerca substratului cronwgl.'.11 

Se trasează o curbă a varia\iei D.O./min în func\ie de concentra\ia a-amilazei ulilizak 

în probele ini\ialc (mg/ml). 

2°Pentru substrate pe hază de coloranti triazinici 

Se lucrează în paralel cu mai multe eprubete, ca la punctul I'', folosind Jrvc, sl· 

concentra\ii ale solu\iei de a-amilază, cuprinse între 0,25 şi I mg/ml; pentrn stoparea rl.'.aqic1 

se introduc în fiecare probă câte 2ml NaOII 0,5N. 

După centrifugare, se colorimetrează supematantcle la Â. corespunzătoare 111ux111wlu1 

de absorbtie al colorantului utilizat pentru ohtinerea substratului cromogen (tabelul nr. I J ). 

Se trasează curba dcpenden\ei D.O. de cnncentra\ia enzimei din probele st11diate. 

3°Transfonnarea în unităţi internaţionale (LJ.I.) a activitătii a-amilazei 

Se utilizează o metodă de dctenninarc a activită\ii a-amilazice fată de a1111du11. 

trasându-se câte o curhă a depcmkn\ei D.O. fa\ă de diferitele concentraţii de enzimă luata i11 

prohă. Pentru a se putea face o comparaţie cât mai precisă, se vor folosi acclea~i concculralit 

de enzimă ca ~i cele luate în lucru pentru suhstratclc cromogene. 

Dintre metodele indicate în literatură, am ales metoda I lostelllcr ~i colab. 

Principi11/ metodei: 

Suh ac1iunca hidrola1idl a a-amila1c1, mnidonul eslc scmdat în frag111c111c 111.11 1111l·1 

(ulig111ahandc rL·dud\lllarc): prc1cn1a grnpcl11r scmiacdal1cc lihL'fl.'. d111 accsll: frag111L·11k sl· 

1·vtdl·11pa1;î n1 11·al"11vul cu .tl·td 1.)-d1111l1nsal1ulH: 
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!J,f ateriale nece.<wre: 

l)tampon acid acetic-acetat de sodiu 0,016mM, pll=6 în NaCl mM; 

2)soluţic de amidon I% în tamponul I); 

))reactiv cu acid 3,5-dinitrosalicilic (pag.35); 

4)soluţii de a-amilază. 

Se lucrează cu soluţii apoase de a-amilază având concentraţiile identice cu cde 

utilizate în cazul substratelor cromogene şi anume: 
-pentru substratele pe bază de coloranti antrachinonici - cu soluţii de enzimă cu 

concentraţii cuprinse între 0,05-0,20mg/ml; 
-pentru substratele pe bază de coloranţi triazinici - cu soluţii de enzimă de concentraţii 

cuprinse între 0,25-1 mg/ml. 

Mod de lucru general: 
Se amestecă 1ml soluţie tampon 1) cu 1ml soluţie substrat 2) şi 1ml soluţie enzimă în 

apă distilată. Se incubă proba timp de I O min. la 25°C, apoi se stopează reacţia cu 2ml 

reactiv 3) cu acid dinitrosalicilic (DNS). Se incubă din nou, 5 min., pe baia de apă la 

fierbere. Proba se răceşte şi se aduce la un volum final de 20ml cu apă distilată. 

Determinările se fac în paralel cu o probă martor (pentru momentul zero) preparată ca şi 

proba de analizat, în care soluţia de enzimă se introduce după reactivul DNS. 

Se colorimetrează martorul· şi proba de analizat, faţă de apă distilată, la 546nm. Dacă 

diferenţa D.O. probă - D.O. martor este peste 1,5, se diluează soluţia de enzimă. 

Se trasează curba dependenţei D.O. de concentraţiile de enzimă luate în probe. 

Se determină .Af).0. fată de curbele corespunzătoare, obţinute cu ajutorul substratului 

cromogen. Activitatea enzimatică se va exprima prin relaţia: 

A E An Q ' -) 1-J ' . . =X· uv. . mm • m , m care: 

x= coeficientul de corecţie pentru substratul cromogen utilizat (tabel nr.14); 

L\D.0./min= diferen\a dintre extincţiile rezultate pentru fiecare substrat cromogen şi 

pentru fiecare concentraţie de enzimă faţă de metoda Hostettler de detenninare a 

activităţii a-amilazei, pentru aceleaşi concentratii de enzimă. 

Tabelul nr.14 

Valori ale coeficie11/ilor de coree/ie X pe1llro diverse subslrate cromogene de amidon 

Nr. crt. Substrat cromogen pc baza colorantului x 
l Galhcn aµriu M 2R 9,30 

2 J\lhastru MV 38,00 

3 Violet M 3R 
---+-------------------- ----•-----

50,00 

50,36 4 Roşu MB 
-· - ----

5 Ro~u M 3/\ 66,60 
- ------- -- -----------·- -----~---- ·- -- ----------- ------- -------· ----------··------- - ----··-- .. 

6 Ro~u B 5/\ 200.00 

- lll"\-
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111.4.2.2.Dctcrminarca activităţii a-amilazei prin mdodu gcl-diruzid radiale 

Principiul metodei constă în difuzia colorantului clihcral într-un gel de aga11l/[1 sau lk 

PVA în urma scindării substratului cromogen cu a-amilază. Se măsoară razck zo11ell 1r lk 
' 

difuzie, care depind de cantitatea de enzimă luată în probă. 

Materiale necel·are: 
-agar 1 % (în apă distilată) 100ml; 

-substrat cromogen l g; 

-a-amilază: soluţii apoase de concentraţii cuprinse între: 

-0,05-0,20mg/ml pentru coloranţii antrachinonici; 

-0,25-lmg/ml pentru colorantii triazinici şi pcnlrn amidonul 11cc, dorat; 

-plăci de sticlă (8x8 ct'n); 

-micropipctc; 

-soluţie de iod O,IN (Lugol). 

Mod de lucru: 
La I 00ml solutie de agar 1 % sau de PV A 1,5% încălzită pc baia de apă la 60-7WC se 

adaugă lg substrat cromogen în stare lin pulverizată şi se omogenizează cu u h,1ghclă. 

Amestecul omogen se întinde pe plăci de sticlă de 8x8 cm, bine degresate şi ~piilate în 

prealabil. Pe fiecare placă se toarnă aprox. 20ml amcstci..:, astfol încât la răcire să r1.:11dte un 

strat de gel de aprox. 3mm grosime. În centrul fiecărei plăci se prai..:tică un godc11 cu <l> 

aprox.3,5mm, în care se pipetează 30µ1 solu\ie de a-amilază de i..:o111.:cntral1a 

corespunzătoare. Se lasă să decurgă difuzia în atmosferă umedă, la tcmpcratma camerei, 

timp de 20 ore. 

Se citeşte diametrul zonei de difuzie (în mm). 

Pentru construirea unei curbe etalon se procedează în acdaşi mod, hilosind 

concentraţii de a-amilază cuprinse între 0,03-1 mg/ml. Se trasează o curbă a variaţiei 

diametrului zonei de difuzie (în mm) în funcţie de log conccnlra\ici de a-amilază (în 

mg/ml). 

Pentru vizualizarea zonelor de difuzie se foloseşte o soluţie Lugol, în care se scufundă 

plăcile uscate. 

Observaiie: 

Solutia Lugol (de iod în iodmă de potasiu) se prepară asfol: în IO0ml apă se dimlvă 

IOg iodură de potasiu. La soluţia obţinută se introduc 5g iod şi se agită până la di1.olvarc 
completă. 

Se păstrează în slide bune. 

-lll4-
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Biocatali::atori imobilizati În sinteza unor substan/e bioacJive 

ANEXA NR.I 

SOLUŢil 

Tipul soluţiei. 
Modul de exprimare 

Definiţie 
a concentraţiet> 

I.MASĂ/MASĂ 

Procentuală de , Grame de substanţă dizolvată în 100g 
Masă% 

masă(%) soluţie 

Molală (m) Moli/I 000g solvent 
Moli, respectiv atomi-gram de substanţă 

dizolvată în l 000g solvent 

II.MASĂ/VOLUM 

Molară (M) 
Moli/L; Moli, respectiv atomi-gram de substanţă 

Atomi-gram/L dizolvată într-un L de soluţie 

Normală(N) E/L 
Echivalenţi-gram de substanţă dizo]vată 

într-un L de soluiie 

Procentuală Masă% Grame de substanţă dizolvată în 100 mL 

volumetrică(%) (volum soluţie) de soluţie 

1/l VOLUM/VOLUM 

Procentuală în Mililitri de substanţă dizolvată în 100mL 
volume(%) 

Voi(%) 
de soluţie 

·-

•)Concentraţia unei solulii ce conţine mai multe substante dizolvate (A, B, C ... ) se 

poale exprima şi prin fracţii molare. 

E l x - nA ,xemp u: A - . , 
nA +ne +ne+ ... 

unde xA este fracţia molară a substanţei A, iar nA;n8 , llc,··· reprezintă, respectiv, numărul de 
moli din substanţele A, B, C, ... 

Suma fracţiilor molare este egaJă cu unitatea: 

xA+x 8 +xc+ .... =l 

-105-
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ANl-:X.\ Nlt.2 

Prefixe pentru multipli ~i ~uhdiviziuni în sistemul internaţional de unităţi 

-- --- - . --- --1-- -- ---- --- -- ---·-· 

Multipli Prefix 

101 I Jcca 
~ 102 

~-

hccto 
- ·-

101 kilo 
-

106 mega 
109 giga 
1012 tera 

--

- --

--- ----

. I - .. --·- . ----- ________ .. __ -------
1 _s_i1-n_h_o=I =-II--S_L~lh_J_i_v1_· z_.i u_n_i-+ __ r_rc_· l_ix __ .,.__s1 m hol J 

da 

h 
-----· 

k 

M 

G 

T 

10-1 deci J 

I 0·2 ccnti 
--·-----+------ -

I 0·1 

I o·6 

I 0-9 

mili 

micro 

nano 
____ ___, ____ _ 

10·12 pico 

10-1~ fento 
10-IR ato 

C 

m 

n 

p 

[ 

a 
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Biorotali:atori imohi/iza/i in sinteza unor substanJe bio<u.1ive 

ANEXA NR.3 

.,~titre utilizate în ~pectrofotometrie 

Lungimea de undă Â.(nm) Culoarea filtrului Culoarea observată 

400 Violet Galben-verzui 

425 Albastru-indigo Galben 

450 Albastru Oranj 

490 Verde-albastru Roşu 

SIO Verde Purpuriu 

530 Galben-verde Violet 

550 Galben Albastru-indigo 

590 Oranj Albastru 

640 Roşu Verde-albăstrui 

730 Roşu închis Verde 
-
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Biomtali:alori imobi/i;;.ap in sinteza unor .mh.\1an/e hi111utii, 

ANEXA 1'HA 

Tr1mdormuea transmisiei in extincţie (absorbanţi, densitate optică) 

(după formula E = 2 - log7) 

Transmisie % 0,0 02 04 06 o.~--
o 2,699 2,398 2,222 2,097 
I 2,000 1,921 1,854 1,796 1,145 
2 1,699 1,658 1,620 1,585 1,553 
3 1,523 1,495 1,469 1,444 1,420 
4 1,398 1,377 1,357 1,337 1,319 
5 1,301 1,284 1,268 1,252 1,237 
6 1,222 1,208 1,194 1,180 I, 168 
7 I, 155 1,143 1, 131 1,119 1,108 
8 1,097 1,086 1,076 1,066 1,055 
9 1,046 1,036 1,027 1,018 1,009 

10 1,0000 0,9914 0,9830 0,9747 0,9666 
11 0,9586 0,9508 0,9431 0,9356 0,9281 
12 0,9208 0,9137 0,9066 0,8996 0,8928 
13 0,8861 0,8794 0,8729 0,8665 0,8601 
14 0,8539 0,8477 0,8416 0,8356 0,8297 
15 

\' 
0,8239 0,8182 0,8125 0,8069 0,8013 

16 0,7959 0,7905 0,7852 0,7799 0,7747 
17 0,7696 0,7645 0,7594 0,7545 0,7496 
18 0,7447 0,7399 0,7352 0,7305 0,7258 
19 0,7212 0,7167 0,7122 0,7077 0,7033 
20 0,6990 0,6946 0,6904 0,6861 0,681 l) 
21 0,6768 0,6737 0,6696 0,66S5 0,6615 
22 0,6576 0,6536 0,6498 0,6459 0,6421 
23 0,6383 0,6345 0,6308 0,6271 0,6234 
24 0,6198 0,6162 0,6126 0,6091 0,6056 
25 0,6021 0,5986 0,5952 0,5918 0,5884 
26 0,5850 0,5817 0,5784 0,5751 0,5719 
27 0,5686 0,5654 0,5622 0,5591 0,5560 
28 0,5528 0,5498 0,5467 0,5436 0,540n 
29 0,5376 0,5346 0,5317 0,5287 0,525H 
30 0,5228 0,5200 0,5171 0,5143 0,5114 
31 0,5086 0,5058 0,5031 0,5003 0,497h 
32 0,4949 0,4921 0,4895 0,4868 0,4841 
)3 0,4815 0,4789 0,4763 0,4737 0,4711 
34 0,4685 0,4660 0,4634 0,4609 0,4584 
35 0,4559 0,4535 0.451 O 0,4486 0,44(l I 
3(1 0,4437 0,4413 0,4389 0,4365 0,4342 
17 0.4318 0,42l)5 0,4271 0.4248 0,42~) 
1X 0.4202 0,4179 0,4157 0.4134 0.41 I.~ 
ţ I) 0,4(1Xl) 0,40() 7 0,4045 0,402.1 0,-WOI 
-Io ()_ -;1171) O.N5X O,Jl) 1(1 O,.Nl5 O,HN"l 

111:-: 
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BioroJali::atori imnbiliza{i În sinteza unor sulutan/e bioaaive 

(continuare ANEXA NR.4) 

Transmisie % 0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 
4) 0,3872 0,385 J 0,3830 0,3809 0,3788 
42 0,3768 0,3747 0,3726 0,3706 0,3685 
43 0,3665 0,3645 0,3625 0,3605 0,3585 
44 0,3565 0,3546 0,3526 0,3507 0,3487 
4S 0,3468 0,3449 0,3429 0,3410 0,3391 
46 0,3372 0,3354 0,3335 0,3316 0,3298 
47 0,3279 0,3260 0,3242 0,3224 0,3206 
48 0,3188 0,3170 0,3152 0,3134 0,3116 
49 0,3098 0,3080 0,3063 0,3045 0,3028 
so 0,3010 0,2993 0,2975 0,2959 0,2941 
S1 0,2924 0,2907 0,2890 0,2873 0,2857 
S2 0,2840 0,2823 0,2807 0,2790 0,2774 
53 0,2757 0,2741 0,2725 0,2708 0,2692 
54 0,2676 0,2660 0,2644 0,2628 0,2412 
55 0,2596 0,2581 0,2565 0,2549 0,2534 
56 0,2S18 0,2503 0,2487 0,2472 . 0,2457 
57 0,2441 0,2426 0,2411 0,2396 0,2381 
58 0,2366 0,2351 0,2336 0,2321 0,2306 
59 0,2291 0,2277 0,2262 0,2248 0,2233 
60 0,2219 0,2204 0,2190 0,2175 0,2161 
61 0,2147 0,2132 0,2118 0,2104 0,2090 
62 0,2076 0,2062 0,2048 0,2034 0,2020 
63 0,2007 0,1993 0,1979 0,1965 0,1952 
64 0,1938 0,1925 o, 1911 o, 1898 0,1884 
65 o, 1871 0,1857 0,1844 O, 1831 0,1818 
66 0,1805 0,1791 0,1778 0,1765 0,1752 
67 O, 1739 0,1726 O, 1713 0,1701 O, 1688 
68 0,1675 0,1662 0,1649 o, 1637 O, 1624 
69 0,1612 0,1599 O, 1586 0,1574 0,1562 
70 0,1549 O, 1537 O, 1524 O, 1512 O, 1500 
71 O, 1487 O, 14705 0,1463 0,1451 0,1439 
72 O, 1427 O, 1415 O, 1403 O, I 391 0,1379 
73 O, I 367 O, 1355 O, 1343 O, 1331 O, 1319 
74 0,1308 0,1296 0,1284 0,1273 0,1261 
75 O, 1249 0,1238 o. 1226 0,1215 0,1203 
76 O, 1 I 92 0,1180 O, 1169 0,1158 0,1146 
77 0,1135 0,1124 0,1113 0,1102 0,1090 
78 0,1079 o. 1068 o. 105 7 0,1046 o. 1035 
79 ·O, 1024 o. 1013 O, 100:! 0,0991 0,0980 
80 0,0969 0,0958 0,0948 0,0937 0,0926 
XI 0,0915 0,0904 0,0894 0.()883 0,0872 
K2 OJIX62 0.()851 O.(IX4 I 0.(lXJO 0,0820 
K, 0.(IXOl) 0.07'N 0,0788 0.0778 0,076 7 

I 
~4 11,0757 0,074 7 o.onh I 0,072() 0,071 h 

I 
S"i li.I 170(, O,( l(1l)(1 0.(1(11') 0,0(175 O. (){l(i5 

1,1•) 
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Biocatalizatori imobi/i;:a/i in sinreza unor .1,uh\11111/e hi," 11 t i 1·r 

(continuare ANEXA Nlt4) 
------

Transmisie % 0,0 0,2 0,4 0,6 - 0,8 
--

86 0,0655 0,()645 0,0635 0,0625 0,0615 
87 0,0605 0,0595 0,0585 0,0575 0,0565 
88 0,0555 0,0545 0,0535 0,0526 0,0516 
89 0,0506 0,0496 0,0487 0,0477 0,0467 
90 0,0458 0,0448 0,0438 0,0429 0,0419 
91 0,0410 0,0400 0,0391 0,0381 0,0371 
92 0,0362 0,0353 0,0343 0,0334 0,0325 
93 0,0315 0,0306 0,0296 0,0287 0,0278 
94 0,0269 0,0260 0,0250 0,0241 0,0232 
95 0,0223 0,02140 0,0204 0,0195 0,0186 
96 0,0177 0,0168 0,0159 0,0150 0,0141 
97 0,0132 0,0123 0,0114 0,0106 0,0097 
98 0,0088 0,0079 0,0070 0,0061 0,0052 
99 0,0044 0,0035 0,0026 0,0017 0,0009 

100 0,0000 
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Bio<"atali::atori i11JOOilt:.afi in sinJe;;a 11nor silhstnn{e bioat.tive 

ANEXA NR.5 

Unltăti şi subdiviziuni 

------
1.1.unglme 

~------
l)cnumirc Simbol nm µm mm cm dm m 

Angstrom A 10·' 10-4 10-1 10-s 10-9 10-10 
--
Nanomctru nm 

1 } ()"3 1 o-a 10-7 }()"K 10-9 
(milimicron) (mµ) 
Micrometru µm 101 1 10-J )0-4 10-s 10-6 

(micron) (u) 
---· 

Milimetru mm 106 1<>3 1 10-t 10-2 10-l 
--

( 'cntimctru cm to' 104 10 I to·' 10-2 
.. 
Decimetru dm 10s 105 102 10 l 10·' 

Metru m 109 106 103 1 <>2 IO 1 ~-

l 1Masg 
Denumire Simbol fg pg ng µg mg g kg 

Fcmtogram fg 1 10-1 10-6 10-9 10-12 10-1s 10.1s 

Picogram pg 101 1 10-J 10-6 10-9 10-12 I o-1s 
Nanogram ng 106 103 1 10-l 10-6 10-9 10-12 

Microgram µg 109 106 lOJ 1 10-3 1 o-a 10-9 
~ 

(gama) (y) 

. M i!igra•~ mg 10•2 109 106 103 I 10-J 10-6 
(iram g 10•s 1012 l09 106 101 1 10-J 

--- ---·-
~Î~)_g_l'UITI kg 10•11 10•5 10'2 109 106 101 I 

- ----- ·-
3.Volum 

- ----- ·-· -- ---
lknumirc Simhol µI ml I 

l\1icrolitru 
µI I 10-l 

{ ~--111111!'! -· 
10-n 

--·-·--· ---+--------- -------- -- - --- - ---------- -----
M1hhtru I ml 101 10·1 

( km 1
) 

I 
- i --------- - - ------------ ·- - . - ---- --- -- --- - - ~- -------- --

i I kl·ilttru 
JI to~ I O~ 

O. I dm 11 
I 10·1 

( 
! I I 

I llrll i 1 

10'' I() I 

111 
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/Jiocatali::atori imobilizaţi in xintew ,uior .mh.1ta11{f' hiomtive 

ANEXA Nlt.6 

AMESTECURI RĂCITOARE 

·---

Nr. Raportul Temperatura 

crt. 
(\)mplmcntc 

(în greutate) amestecului ('T) 
-

l Apă la 15"C - NH4Cl 10:3 o 
--

2 Apă- CaC12·7H2O 2:5 -12 

3 Apă la I 3,2"C - NaNO3 7,5: 10 -5,3 
----

4 Apă - Na2CO3 • 101120- Nll4 NO3 1 : 1 : I -22 

5 Gheaţă - NaCJ 3:] -21 

6 Gheată- KCI 10:3 -11 
-----

7 Gheaţă- KCI 1 : I -30 

8 Gheaţă - NI14Cl 4: 1 -15 
----

9 Gheaţă - NaCI - NH4CI 5:2: 1 -25 
---·- ---

3:5 -39 

10 Gheaţă - CaC12 -6H2O 2:3 -49 

7:10 -55 
·-----··--

1 1 Gheaţă - etanol 73:77 -30 
------

12 Gheaţă - soluţie I l 2SO4 65,5% 1 : I -37 
·-----

13 I ICI conc. - Na2SO4 -1 Ol li) 
21:80 -25 

10:16 -22 
----

14 CO2 solid - etanol -- -72 
-----

15 CO2 solid - acetonă -- -86 
----------------~- ------

16 CO2 solid - cloroform -- -77 
-- 1------ ------~ ------

17 CO2 solid - dictil cler -- -90 
__ .._ ------------ ------- - -·--------
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BiocaJali:zaJo,i imobiii::ap în sinte:.a urvr suhsum/e hina<1i,·e 

ANEXA NR.7 

Indicatori acid~bazici 

I 
! Domeniul Schimbarea culorii cu creşterea Nr. ; Denumire Denumire 

de viraj valorii pH Soluţia de indicator 
I crt. uzuală chimică 

(pH) formă acidă formă bazică conc. % solventul folosit I i 
i I 0,2-1,8 roşu galben 
i 1 I Roşu de crezol o-crezol-sulfoftaleină 

7,2-8,8 galben 
0,1 Etanol 20% 

I roşu I 

. I 1,2-2,8 roşu galben 
[ 2 t Albastru de timol Timol-sulfoftaleină 

8,0-9,6 galben albastru 
0,1 Etanol 20% 

I 
I Acid difenilamino-azobenzen I 

i 3 Tropeolin 00 
p-sulfonic 

1,4-2,6 roşu galben 1,0 Apă distilată I 
i 4 Albastru de bromfenol Tetrabromfenol- sulfoftaleină 3,0-4,6 galben albastru (violet) 0,1 Apă distilată 
I Acid bifenil-4,4'-(2-azo-l-
I 5 Roşu de Congo 

naftilamino-4-sulfonic) 
3,0-5,0 albastru roşu 0,1 Apă distilată 

I 

: I Dimetilamino-azobenzen-p-
! 6 I Metiloranj sulfonat de sodiu 

3,1-4,4 roşu galben 0,1 Apă distilată 
: I 

! 7 i Albastru de bromcrezol· 4,0-5,6 galben albastru 0,1 Etanol 20% 
I ! Acid p-dimetilamino-
' 8 ! Roşu de metil 4.2-6,3 roşu galben 0,2 Etanol 60% 

I azobenzen-o-carboxilic 
, 9 1 Alhastru de bromtimol Dibromtimol- sulfoftaleină 6,0-7,6 galben albastru 0,1 Etanol 20% 
' 1 O : Roşu de fenol Fenol- sulfoftaleină 6,8-8,4 galben roşu 0,1 Etanol 20% 
I 

11 , T ropeolin OOO Acid a-naftol-azobenzen-p- 7,6-8,9 galben roşu 0,1 Apă distilată sulfonic 
I 12 Fenoftaleină Di-p-hidroxifenil-ftalidă 8,3-10,0 incolor roşu I ,O Etanol 60% 
[ 13 T imolftaleină Ditimol-ftalidă 9,3-10,6 incolor albastru 0,1 Etanol 
! ' Acid rezorcin-azobenzen-p-

I I 14 ! Tropeolin O 11, 1-12,7 galben oranj O, 1 Apă distilată sulfonic 
I I 
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Biomtali::atoti imobi/izafi în sinJeza 101nr !>1UJSWn/i' hi, 11utive 

ANEXA Nll.8 

SOLUTII TAMPON 

l}Tampon fosfat după Sorensen 66, 7mM {lsotonic) 

A.Solutie de fosfat monopotasic 66,7mM: 9,08g KH2PO4 uscat în prealabil o oră Iii 

J 10°C se dizolvă în apă distilată lipsită de CO2, într-un balon cotat de 1000ml şi se 

completează la semn cu acelaşi solvent. 

B.Solutie de fosfat disodic 66,7mM: 9,479g N~HPO4 anhidru, încălzit în prealahil 1-

2 ore la 110°C, se dizolvă în apă distilată lipsită de CO2 şi se completează la 1000ml, într-un 

balon cotat. 

Pentru oblinerea unei soluţii tampon la o valoare pH dorită, pe domeniul 5,0-8,2, se 

amestecă volumul din soluţiile A şi B în proporţiile corespunzătoare, menţionate în tabel. 

·-·--

pH A(ml) B (ml) pH A (ml) B (ml) 

5,0 98,8 1,2 6,8 50,8 49,2 

5,2 98,0 2,0 7,0 39,2 60,8 

5,4 96,7 3,3 7,2 28,5 71,5 

5,6 94,8 5,2 7,4 19,6 80,4 

5,8 91,9 8,1 7,6 13,2 86,8 
6,0 87,7 12,3 7,8 8,6 91,4 
6,2 81,5 18,5 8,0 5,5 94,5 
6,4 73,2 26,8 8,2 3,3 96,7 
6,6 62,7 37,3 -- -- --

·----

l)Tampon fosfat pH = 5, 7-8,0 

A.Solutie fosfat monosodic 0,2M: 27,6g fosfat monosodic (NaH2PO4 -H2O) se dizolvă 

în apă distilată, într-un balon cotat de l 000ml şi apoi se completează la semn cu apă 
distilată. 

B.Solutle fosfat disodlc 0,2M: 28,39g fosfat disodic anhidru (NaiHPO4) sau 53,62g 

fosfat disodic cristalizat (Na2HP(\-7H2O) se dizolvă în apă distilată, într-un balon colat de 

1000ml şi se completează la semn, tot cu apă distilată. 

Pentru a oh\ine solutia tampon cu 1111 pH dorit, se amestecă volume din solutiilc A şi ll 
confonn lahclului de mai jos. 

-114-
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Bioratalcatori imobi/iza/i în !.inleza 1urJr !>11fotnn/e bi{l(l{'five 

--
pf I A(ml) B (ml) pi I A (ml) B (ml) 

5,7 93,5 6,5 6,9 45,0 55,0 

5,8 92,0 8,0 7,0 39,0 61,0 

5,9 90,0 10,0 7, 1 33,0 67,0 

6,0 87,7 12,3 7,2 28,0 72,0 

6,1 85,0 15,0 7,3 23,0 77,0 

6,2 81,5 18,5 7,4 19,0 81,0 

6,3 77,5 22,5 7,5 16,0 84,0 

6,4 73,5 26,5 7,6 13,0 87,0 

6,5 68,5 31,5 7,7 l0,5 90,5 

6,6 62,5 37,5 7,8 8,5 91,5 

6,7 56,5 43,5 7,9 7,0 93,0 

6,8 51,0 49,0 8,0 5,3 94,7 

J)Tampon acid acetic-acetat de sodiu, pH=J,6-5,6 

A.Soluţie de acid acetic 0,lM: 11,55ml acid acetic glacial se introduc într-un balon 

colat de 1000ml şi se completează la semn cu apă distilată. 

B.Soluţie de acetat de sodiu 0,2M: 16,41g acetat de sodiu anhidru (CH3COONa) sau 

27,22g acetat de sodiu cristalizat (CH3COONa·3H2O) se dizolvă în apă distilată şi se 

completează la un volum total de 1000ml cu apă distilată. 

Pentru obţinerea unei soluţii tampon cu un anumit pl I, se amestecă din soluţiile A şi B 

volumele menţionate în tabeluţ de mai jos şi se completează cu apă distilată la un volum 

lotal de 100ml. 

pH A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml) 

3,6 46,3 3,7 4,8 20,0 30,0 

3,8 44,0 6,0 5,0 14,8 35,2 

4,0 41,0 9,0 5,2 10,5 39,5 

4,2 36,8 13,2 5,4 8,8 41,2 

4,4 30,5 19,5 5,6 4,8 45,2 
4,6 25,5 24,5 

- --------

4)Tampon CH.1COONa-HCI (tampon Walponc) pH=0,65-5,2 

A.Soluţie 0,IM acetat de sodiu: 82,04g acetat de sodiu anhidru (Cll.t:OONa) sl'. 

d1mlvă in11-1i cantitate corespunzătoare Jc apă Jislilau1 ~i se crnnplctcad1 cu exm:titatc la 1111 

\1 1h1111 total de 1000ml, într-un halon colat, cu apă JistilaUI. 

li.Acid clorhidric 1 M, veri til:ul (prm titrarL' ). 

I l'i-
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Biocatl1/i::atori imobiliza/i În jinlez(TJ ,,nor suhstan(t! hi,,a,. tive 

Pentru oh\incrca unei astfel de soluţii, cu un anumit pll, se amestecă 100ml solup~ J\., 

cu volumul corcspnndcnt din solli'\Î4A B, trecut în tahclul de mai jos, şi se complctca,d\ ~11 apă 

distilată până la 500ml, într-un halon cotat. 
------ ~-··-~ •r~• i.= ...... ..:..-.,.-.-.------·-·-·- --

plI A (ml) n (ml) Api distilată (ml) pll A {ml) B(ml} Apă J~s1~hatl\ 1ml) 

0,65 )00 200 200 3,29 IOO 95,0 305,0 

0,91 100 160 240 3,50 100 92,5 307,5 

1,09 100 140 260 3,79 100 85,0 315,0 

1,24 100 130 270 3,95 100 80,0 320,0 

J,42 100 120 280 4,19 100 70,0 330,0 

1,71 100 110 290 4,58 100 50,0 350,0 

1,99 100 105 295 4,76 100 40,0 360,0 

2,32 100 102 298 4,92 100 30,0 370,0 

2,72 100 99,5 300,5 5,20 100 20,0 380,0 

3,09 100 97,0 303,0 -- -- -- --
-----

Ş)Tampon carbonat de sodiu-bicarbonat, pH=9,2-10,7 

A.Soluţie carbonat de sodiu 0,2M: 21 ,2g carbonat de sodiu anhidru (Na2CO 3) 

introduse într-un balon cotat de 1000ml se dizolvă într-o cantitate convenabilă de apă 

distilată şi se completează la semn cu acelaşi solvent. 

B.Soluţle de bicarbonat de sodiu 0,2M: 16,8g bicarbonat de sodiu pur (NaI 1C03) 

continute într-un balon cotat de 1000ml, se dizolvă în apă bidistilată şi se completează la 

semn, cu apă bidistilată. 

Pentru obţinerea oricărei soluţii cu un pH dorit, se amestecă soluţiile A şi B în 

volumele corespunzătoare menţionate în tabelul de mai jos şi se diluează cu apă disLilatâ 
până la un volum total de 200ml. 

' pll A (ml) B (ml), pH A (ml) B (ml) 
9,2 4,0 46,0 10,0 27,5 22,5 
9,3 7,5 42,5 1 O, 1 30,0 20,0 
9,4 9,5 40,5 10,2 33,0 17,0 
9,5 13,0 37,0 l0,3 35,5 14,5 
9,6 16,0 34,0 10,4 38,5 11,5 
9,7 19,5 30,5 10,5 40,5 l),5 

l),8 22,0 28,0 10,6 42.S 7.5 

I I 9,lJ 25,0 25,0 I0.7 4.'i,O I ~.o 
- -- ·--- --

11<, 
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Biocatalizntori imobillza/i in .rime.za unor suhslan/e hiaadive 

6)Tampon gllcocol-NaOH, pll=H,6-10,6 

A.Soiutle de glicocol 0,2M: 15,0 I g glicocol pur se dizolvă într-un balon cotat de 

1000ml, într-un volum convenabil de apă distilată şi se completează la semn cu apă distilată. 

O.Soluţie de hidroxid de sodiu 0,2M: 8g NaOH conţinut într-un balon cotat de 

1000ml se dizolvă şi se completează apoi la semn, cu apă distilată. 

Pentru obţinerea oricărei soluţii corespunzând unei valori pl-1 din domeniul precizat, se 

realizează amestecurile din soluţiile A, B şi apă distilată, cuprinse în taheluJ unnător. 

pll A(ml) B (ml) Apă distilată (ml) pH A(ml) B (ml) Apă distilată (ml) 

8,6 50,0 4,0 146,0 9,8 50,0 27,2 122,8 

8,8 50,0 (>,O 144,0 10,0 50,0 32,0 I I 8,0 

9,0 50,0 8,8 141,2 10,2 50,0 38,6 111,4 . 
9,2 50,0 12,0 138,0 10,4 50,0 42,6 107,4 

9,4 so.o 16,8 133,2 10,6 50,0 45,5 104,S 

I 9,6 50,0 22,4 127,6 -- -- -- --

7}Tampon glicocol-HCI, pH=l,2-3,6 {la 25°C} 

A.Solutle de glicocol 0,2M: 15,0lg glicocol se dizolvă într-o cantitate convenabilă de 

apă distilată, conţinută într-un balon cotat de 1000ml şi se aduce la semn cu apă distilată. 

B.Solutle de acid clorhidric 0,2M, preparată după metode uzuale. 

Pentru obţinerea soluţiilor având valorile pH dorite, se amestecă cantităţile din soluţiile 

A ~i B, adăugându-se apă distilată până la un volum total al soluţiei, de 200ml, la balon 

cotat. 
--

pll A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) 

2,2 50,0 44,0 106,0 3,0 50,0 11,4 138,6 

2.4 50,0 32,4 l 17,6 3,2 50,0 8,2 141,8 
2,6 50,0 24,2 125,8 3,4 50,0 6,4 143,6 
2,8 50,0 _16,8 133,2 3,6 50,0 5,0 145,0 

- ~-

8)Tampon ellcocol-NaOH-NaCI, pH=8,4-12,8 (la 25°C) 

A.Soluţie glicocol şi NaCI O, 1 M, raportată la ambele substanţe: 7,505g glicocol ~i 

5,85g NaCI. amhdc în stare pură, se introduc într-un halon cotat de 1000ml ~i se 

wmplclcdlă la semn cu apă distilată, agitând până lu dizolvare complcUL 

H.Solufic NaOII 0,11\1: 0,4g Na()( I se di;mlvă într-o canlilale convl:nahilă de apă 

d1,1da1:1. intr-1111 hal11n cutat de Je I 000ml ~1 se c11mplctcad1 la semn, cu apă d1slilală. 

I I 7 -
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Hi0<'lltnlizntDri imobi/kati în sinJe:a llll(Jf' s11hstn11{e 11, • 1c u ! 1 , , 

Pcnlru a se oh\imc solulii Lampon cu un pH dorit, se amestecă volume din solu\iik ,\ ~i 

B în prnpor\iilc 1m:n\ionatc în l1:lhclul de mai jos. 
~ -- --------· 

B(ml pH A (ml) B (ml) pH • A (ml) 

8,4 95,0 5,0 11.l 50,0 50,0 

8,7 90,0 10,0 11,4 49,0 5),0 

9,1 80,0 20,0 11,8 45,0 55,0 

9,5 70,0 30,0 12,2 40,0 60,0 

9,9 60,0 40,0 12,4 30,0 70,0 

10,3 55,0 45,0 12,6 20,0 80,0 

10,8 51,0 49,0 12,8 10,0 90,0 
~ 

9)Tampon acid citric-fosfat disodic, pH=2,6-7,0 

A.Soluţie de acid citric 0,lM: 19,21g acid citric se dizolvă în apă distilată ş, ~;1: 

completează la I 000ml cu acelaşi sovent. 

8.Solutie de fosfat disodic 0,2M: 53,65g Nc1:zHP04-7H20 sau 71,7g Na2IIPO~- 121 lp 

se dizolvă în apă distilată şi se completează la un volum total de 1000ml cu apă distilat;\ 

Pentru obţinerea solu\iilor tampon cu pH dorit se amestecă soluţiile A, B ~i apă 

distilată, conform tabelului de mai jos. 
-- -

pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pH A (ml) B (ml) Apă distilată (1111) 

2,6 44,6 5,4 50 5,0 24,3 25,7 50 

2,8 42,2 7,8 50 5,2 23,3 26,7 50 
-

3,0 39,8 10.2 50 5,4 22,2 27,8 50 

3,2 37,7 12,3 50 5,6 21,0 29,0 50 

3,4 35,9 14, 1 50 5,8 19,7 30,3 50 
3,6 33,9 I 6.1 50 6,0 17,9 32,1 50 
3,8 32,3 17,7 50 6,2 16,9 33, I 50 
4,0 30,7 19,3 50 6,4 15,4 34,6 50 
4,2 29,4 20,6 50 6,6 13,6 36,4 50 
4,4 27,8 22,2 50 6,8 9, 1 40,9 50 
4,6 26,7 23,3 50 7,0 6,5 43,5 50 
4,8 25,2 24,8 50 -- -- -- --

- - -- --··-- -

I 0)Tampon acid citric-citrat de sodiu 0,0SM, pH=J,0-6,2 

A.1 I ,02g (O, 1 M) m;iJ citric monohidrat se dizolvă ~i se aduce la semn cu apă J1sLilală, 
înlr-un halon colai de 1000ml, la 11"C. 

IL~'>.4 I g ( O, I t\ I) c1lial lr1sud1c dil11Jral se J1mlvă în apC, h1d1stilală, inlr-un hal, 111 c, •lal 

d-.: I OO(hnl ~1 SL' aJucc la s1:m11 cu accla~i sulvcnl. la 1.>"l'. 

11 ~ 
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Biorntali::alori imnbilizaţi în sinJeza 1010r substante bioactive 

Pentru ob\increa solu\iilor cu un anumit pH, se amestecă volumele corespunzătoare din 

solu\iilc A şi B, din tabelul de mai jos, într-un balon cotat de I 00ml şi se aduce la semn, cu 

apă distilată. 

pll A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pll A(ml) B (ml) Apă distilată (ml) 

3,0 46,5 3,5 50,0 4,6 25,5 24,5 50,0 

3,2 43,7 6,3 50,0 4,8 23,0 27,0 50,0 

3,4 40,0 10,0 50,0 5,0 20,5 29,5 50,0 

3,6 37,0 13,0 50,0 5,2 18,0 32,0 50,0 

3,8 35,0 15,0 50,0 5,4 16,0 34,0 50,0 

4,0 33,0 17,0 50,0 5,6 13,7 36,3 50,0 

4,2 31,5 18,5 50,0 5,8 11,8 38,2 50,0 

4,4 28,0 22,0 50,0 6,0 9,5 40,5 50,0 

-- -- -- -- 6,2 7,2 42,8 50,0 

1 l}Tampon acid boric-borax, pH=7,6-9,2 
A.Soluţie 0,2M acid boric: 12,36g acid boric se dizolvă în apă bidistilată, într-un 

balon cotat de 1000ml şi se completează la semn cu acelaşi solvent. 

B.Solutie de borax (tetraborat de sodiu Na2D4O7-10H2O) 0,05M: 19,07g borax se 

dizolvă în apă bidistilată şi se completează la 1000ml, cu apă bi distilată, într-un balon cotat. 

SoluJiile tampon cu pH dorit, se realizează amestecând într-un balon cotat 50ml soluJie 
A cu volumele corespunzătoare din soluţia B şi apă bidistilată, până la 200ml, conform 

tabelului de mai jos. 
·-

pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pH A(ml) B (ml) Apă distilată (ml) 

7,6 50,0 2,0 148,0 8,7 50,0 22,5 127,5 
7,8 50,0 3, 1 146,9 8,8 50,0 30,0 120,0 
8,0 50,0 4,9 145,1 8,9 50,0 42,5 107,5 
8,2 50,0 7,3 142,7 9,0 50,0 59,0 91,0 
8,4 50,0 11,5 138,5 9, 1 50,0 83,0 67,0 
8,6 50,0 17,5 132,5 9,2 50,0 I 15,0 35,0 

12)Tampon borax-hidroxid de sodiu, pH=9,28-10,1 
A.Soluţie de borax 0,05M: 19,05g borax se dizolvă în apă distilată şi se completează 

până la 1000ml. 

H.Solutle de hidroxid de sodiu 0,2M: 8g NaOII se J1zolvă în apă distilată şi se 
l:ntnplctca1ă până la un volum total de I 000ml. 

- I I 'J-
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'Biocatali::atori imnbi/izaţi În.!>inJeza unor suh.!>tanre l,ioa, t/1,-

Soluţiile tampon cu pi I pe intervalul menjionat se obţin luând în amestec soluţiile /\, H 

şi apă distilată, confonn tahelului de mai jos. 
- -

pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pll A (ml) B (m)) Apă distilat;i ( 11 ii) 

9,28 50 0,0 150,0 9,7 50 29,0 121,0 

9,35 50 7,0 143,0 9,8 50 34,0 116,0 

9,40 50 11,0 139,0 9,9 50 38,6 111,4 

9,50 50 17,6 132,4 10,0 50 43,0 107,0 

9,60 50 23,0 127,0 10,1 50 46,0 104,0 

13)Tampon TRIS-HCI, pH=7,2-9,0 

A.Soluţie TRIS 0,2M: 24,2g TRIS*l se solubilizează în apă bidistilată într-u11 balon 

cotat de 1000ml şi se completează la semn. 

B.Soluţie HCI 0,2M: preparată după metode uzuale. 

Pentru obţinerea soluţiilor tampon cu pl I dorit, se amestecă 50ml solut1e A, cu 

volumele corespunzătoare din soluţia B şi apă bidistilată, ~uprinse în tabelul de mai jus . 
. --

pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) pH A (ml) B (ml) Apă distilată (ml) 

7,2 50,0 44,2 105,8 8,2 50,0 21,9 128,1 

7,4 50,0 41,4 108,6 8,4 50,0 16,5 133,5 

7,6 50,0 38,4 111,6 8,6 50,0 12,2 137,8 

7,8 50,0 32,5 117,5 8,8 50,0 8, 1 141,9 
8,0 50,0 26,8 123,2 9,0 50,0 5,0 145,0 

- --·-.. 

14)Tampon TRIS-acid maleic, pH=S,08-8,45 

A.Soluţie de acid maleic 0,lM: 116g acid maleic se dizolvă în apă distilată şi se 

completează la 1000ml, într-un halon cotat. 

B.Soluţie trlhidroximetilamlnometan 0,lM: 121g trihidroximetilaminomctan se 

dizolvă în apă distilată, într-un balon cotat de 1000ml şi se completează la semn, cu apă 
distilată. 

C.Soluţic de NaOH O,SM: 20g NaOI I se dizolvă într-o cantitate convenabilă de apă şi 
se completează la I 000ml, într-un halon cotat. 

Pentru obţinerea solt1\iilor tampon cu pi I dorit se amestecă solutiilc /\, B, C şi apă 

distilalil. l:onliinn raportului vol11mctril: Jin lahdul care urmca:tă. 

I .'11 
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Biomlldi::.atori imobiliza{i în Jinleza unor surutanJe bioarlive 

pll A (ml) B (ml) C(ml) 
J\p'I driil:iă pH A (ml) H (ml) C (ml) 

Ap'!l~ 

(ml) (ml) 

5,08 5 5 I 39 6,86 5 5 9 31 

5,30 5 5 2 38 7,20 5 5 JO 30 

5,52 5 5 3 37 7,50 5 5 11 29 

5,70 5 5 4 36 7,75 5 5 12 28 

5,88 5 5 5 35 7,97 5 5 13 27 

6,05 5 5 6 34 8,15 5 5 14 26 

6,27 5 5 7 33 8,30 5 5 15 25 

6,50 5 5 8 32 8,45 5 5 16 24 

15)Tampon veronal-veronal sodic*>, pH=7,0-8,9 

A.Soluţie veronal (acid dletllbarblturic) 0,04M: 7 ,36g veronal se dizolvă în apă 

bidistilată la cald şi apoi se completează la 1000ml. 

B.Solufie veronal sodic (dietllbarbiturat de sodiu) 0,04M: 8,24g veronal sodic se 

dizolvă în apă bidistilată şi se completează la un volum total al soluţiei de 1000ml. 

Pentru prepararea soluţiilor tampon cu valori pH pe domeniul indicat se amestecă A şi 

B în proporţiile corespunzătoare din tabelul următor. 

I 

pH A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml) 

7,0 90,0 10,0 8,0 50,0 50,0 

7,1 87,5 12,5 8, 1 42,5 57,5 
7,2 84,5 15,5 8,2 35,0 65,0 
7,3 81,0 19,0 8,3 28,0 72,0 
7,4 77,5 22,5 8,4 23,5 76,5 
7,5 74,0 26,0 8,5 20,0 80,0 
7,6 70,0 30,0 8,6 17,0 83,0 
7,7 65,5 34,5 8,7 14,5 85,5 
7,8 60,5 39,5 8,8 12,0 88,0 
7,9 55,5 44,5 8,9 10,0 90,0 

--
•>valorile pH din tabel corespund pentru temperatura de 25°C. Pentru determinarea 
valnrilor pi I la 37°C, se scad O, I unită\i. 

16)Tampon ftalat-acid clorhidric, pH=2,2-3,8 

A.Soluţie ftalat acid de potasiu 0,2M: 40,85g Halat acid de potasiu se dizulvă în ap,1 

d1:-,tdat.1 ~i Sl' adtu..:c la un volum li nai de I OOOmL 

B.Solufk de acid clorhidric 0,21\1: rrl·rarat dup:1 1111:tndl· u1uak 

l_'I-
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Biocata/izaJori imobi/iz.ati În .!>inteza unor !>11b!.tan/e bioal1ive 

Se amestecă solu\iile A şi B în volumele indicate în tabel şi se completează la 200ml 

cu apă distilată. 
-----

pll A (ml) B (ml) pH A (ml) B (ml) 

2,2 50,0 46,7 3,2 50,0 14,7 

2,4 50,0 39,6 3,4 50,0 9,9 

2,6 50,0 33,0 3,6 50,0 6,0 

3,0 50,0 20,3 3,8 50,0 2,6 
·--··---
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