
CERCETARI PRIVIND INFLUENTA UNOR FACTORI ASUPRA 
ACTIVITATII CATALITICE A α-CHIMOTRIPSINEI IN MICELE INVERSE

REZUMATREZUMAT

Enzimologia clasica a fost axata pe studiul enzimelor libere; ceEnzimologia clasica a fost axata pe studiul enzimelor libere; cele mai valoroase le mai valoroase 
experimente cu scopul de a elucida structura  centrilor catalitiexperimente cu scopul de a elucida structura  centrilor catalitici  si mecanismele fizicoci  si mecanismele fizico--
chimice ale chimice ale biocatalizeibiocatalizei au fost au fost intreprinseintreprinse doar pe enzime izolate din celulele vii intrdoar pe enzime izolate din celulele vii intr--o o 
forma cat mai pura. forma cat mai pura. 

Enzimologia moderna ia  in considerare Enzimologia moderna ia  in considerare interactiuneainteractiunea in timp si in timp si spatiuspatiu a a 
componentilorcomponentilor individuali ai celulei (inclusiv enzimele) individuali ai celulei (inclusiv enzimele) avandavand loc contacte loc contacte 
macromoleculare mult mai multe macromoleculare mult mai multe decatdecat nene--am putea imagina pe baza experimentelor.am putea imagina pe baza experimentelor.

Se Se incearcaincearca gasireagasirea unor modele adecvate care sa unor modele adecvate care sa poatapoata simula structura si simula structura si functiilefunctiile
fragmentelor de celule fragmentelor de celule continandcontinand enzime si in primul enzime si in primul randrand ale membranelor biologice. ale membranelor biologice. 

Utilizarea micelelor inverse ca mediu de Utilizarea micelelor inverse ca mediu de reactiereactie alternativ pentru reacalternativ pentru reacţţii enzimatice a  ii enzimatice a  
îînceput nceput îîn urmă cu aproape două deceniin urmă cu aproape două decenii, , îîn paralel cu n paralel cu recrecţţiileiile enzimatice enzimatice îîn solvenn solvenţţi i 
organici organici nemiscibilinemiscibili îîn apăn apă. Micelele inverse  . Micelele inverse  -- formate prin dizolvarea unui formate prin dizolvarea unui surfactantsurfactant
îîntrntr--un solvent organic, un solvent organic, îîn prezenn prezenţţa unei cantităa unei cantităţţi mici de apă i mici de apă –– sunt optic transparente sunt optic transparente şşi i 
aproape orice enzimă aproape orice enzimă (pot fi utilizate chiar (pot fi utilizate chiar şşi i multienzimemultienzime)  p)  poate fi solubilizată oate fi solubilizată îîn micele n micele 
fără o pierdere serioasă a activităfără o pierdere serioasă a activităţţii specifice.ii specifice.

SurfactantiiSurfactantii protejeazaprotejeaza enzimele incluse in mijlocul apos de efectul denaturant al enzimele incluse in mijlocul apos de efectul denaturant al 
solventilorsolventilor organici. Enzimele incluse in micele inverse pot organici. Enzimele incluse in micele inverse pot actionaactiona asupra substraturilor asupra substraturilor 
polare sau nepolare fiind posibile astfel  polare sau nepolare fiind posibile astfel  reactiilereactiile de transformare a unui compus nepolar de transformare a unui compus nepolar 
sub sub actiuneaactiunea enzimei solubilizate in mediul enzimei solubilizate in mediul micelarmicelar..

O O aplicatieaplicatie importantaimportanta a a sistemelorsistemelor micelaremicelare inverse inverse esteeste utilizareautilizarea lorlor caca mediimedii de de 
reactiereactie implicandimplicand asimilareaasimilarea caca nanoreactoarenanoreactoare. . 

In In acestaacesta lucrare a lucrare a fostfost luataluata in in studiustudiu caca enzima enzima αα--chimotripsinachimotripsina inclusa in inclusa in micelemicele
inverse de AOT/inverse de AOT/izooctanizooctan. S. S--a  a  urmariturmarit spectrofotometricspectrofotometric activitateaactivitatea catalitica a catalitica a αα--
chimotripsineichimotripsinei in in mediumediu aposapos si si micelarmicelar utilizandutilizand caca substratsubstrat NN--benzoylbenzoyl--LL--tyrosinetyrosine ethylethyl
esterester. Se constata, . Se constata, dindin datele datele experimentaleexperimentale obtinuteobtinute caca activitateaactivitatea enzimatica enzimatica esteeste
comparabilacomparabila in in mediumediu aposapos (48.7 U/mg) si (48.7 U/mg) si micelarmicelar fiindfiind influentatainfluentata semnificativsemnificativ de de gradulgradul
de de hidratarehidratare si de si de crestereacresterea temperaturiitemperaturii de de reactiereactie..

PARTE PARTE EXPERIMENTALEXPERIMENTALAA

PentruPentru determinareadeterminarea activitatiiactivitatii αα--chimotripsineichimotripsinei ss--a a urmariturmarit hidrolizahidroliza benzoylbenzoyl--LL--tyrosinetyrosine
ethylethyl esterester (BTEE) (BTEE) prinprin urmarireaurmarirea cresteriicresterii absorbanteiabsorbantei la 256 la 256 nmnm..

Cinetica Cinetica acesteiacestei reactiireactii a a fostfost studiata studiata masurandmasurand variatiavariatia absorbanteiabsorbantei pentrupentru 300s la 300s la λλ= = 
256 256 nmnm. . ActivitateaActivitatea enzimatica a enzimatica a fostfost calculatacalculata dupadupa formulaformula ::

A[U/mg]  = (A[U/mg]  = (dAdA//dtdt x V total x 1000) / x V total x 1000) / εε x V x V enzimeienzimei;   ;   εε = 964 Lx mol= 964 Lx mol--1x cm1x cm--1 1 
MiceleleMicelele inverse inverse auau fostfost formate formate prinprin dizolvareadizolvarea surfactantuluisurfactantului anionicanionic bis(2bis(2--etylhexyl) etylhexyl) 
sulfosuccinatsulfosuccinat de de sodiusodiu (AOT) in (AOT) in izooctanizooctan si si prinprin agitare energica in agitare energica in prezentaprezenta unorunor
cantitaticantitati foartefoarte mici de mici de tampontampon aposapos Tris Tris HClHCl pHpH 7.8  .7.8  .

Enzima a Enzima a fostfost introdusaintrodusa in in sistemulsistemul micelarmicelar prinprin metodametoda injectariiinjectarii. . 

TabelTabel 11 A.E.A.E. a a αα--chimotripsineichimotripsinei functiefunctie de de gradulgradul de de hidratarehidratare

Tabel 2 AE a α-chimotripsinei functie de temperatura mediului de reactie

CONCLUZII
• SistemulSistemul micelarmicelar inversinvers permitepermite urmarireaurmarirea spectrofotometricaspectrofotometrica a a 
activitatiiactivitatii enzimaticeenzimatice a a αα--chimotripsineichimotripsinei incluse cu incluse cu mentionareamentionarea
faptuluifaptului caca se se inregistreazainregistreaza o o usoarausoara deplasaredeplasare a a maximuluimaximului de de 
absorbtieabsorbtie pentrupentru produsulprodusul de de hidrolizahidroliza al BTEE de la 256 al BTEE de la 256 nmnm in in mediumediu
aposapos la 253 la 253 nmnm in in mediumediu micelarmicelar

•• CeaCea mai buna mai buna activitateactivitate enzimatica enzimatica pentrupentru αα--chimotripsinachimotripsina se se 
obtineobtine utilizandutilizand enzima enzima proaspatproaspat dizolvatadizolvata in in tampontampon Tris Tris HClHCl, 0.1M, , 0.1M, pHpH
7,8; si in 7,8; si in celcel multmult 12 ore de la  12 ore de la  dizolvaredizolvare fiindfiind pastratapastrata la la frigiderfrigider sausau pepe
gheatagheata. . 

•• PentruPentru toatetoate gradelegradele de de hidratarehidratare aleale sistemelorsistemelor micelaremicelare studiate studiate 
maximulmaximul activitatiiactivitatii cataliticecatalitice a a αα--chimotripsineichimotripsinei se se inregistreazainregistreaza la la 
temperatura temperatura mediuluimediului de de reactiereactie de 30de 30°°C.C.
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ValorileValorile absorbanteiabsorbantei la 253 la 253 
nmnm se se incadreazaincadreaza in limita in limita 
0.30.3--0.480.48

AOT 0,1M in AOT 0,1M in izooctanizooctan, BTEE , BTEE dizolvatdizolvat in in fazafaza
organica (organica (amestecamestec acetonitrilacetonitril : : dioxandioxan 1:1 1:1 
raportraport de de volumvolum) , w) , w0 0 variatvariat prinprin tampontampon
TrisHClTrisHCl pHpH 7.8 0.1M la 7.8 0.1M la diferitediferite temperaturitemperaturi de de 
lucrulucru ConcentratieConcentratie enzimatica de 1.66 enzimatica de 1.66 μμg/ml g/ml 
respectivrespectiv 0.66 0.66 μμg/mlg/ml

ValorileValorile absorbanteiabsorbantei la 256 la 256 
nmnm se se incadreazaincadreaza in limita in limita 
0.30.3--0.60.6

MediuMediu aposapos in in tampontampon Tris Tris HClHCl, , pHpH 7.8 0.1M, 7.8 0.1M, 
BTEE 1.07mM BTEE 1.07mM dizolvatdizolvat in in amestecamestec
apaapa::metanolmetanol 1: 1Concentratie enzimatica de 1: 1Concentratie enzimatica de 
3,33 3,33 μμg/mlg/ml

ObservatiiObservatiiMediuMediu de de reactiereactie AE functie de temperatura
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70.870.82020AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 1.66 1.66 
μμg/g/mlml

142.99142.991515AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 0.66 0.66 
μμg/g/mlml

132.26132.261212AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 0.66 0.66 
μμg/g/mlml

126.03126.031111AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 0.66 0.66 
μμg/g/mlml

118.25118.251010AOT 0,1M,AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 0.66 0.66 
μμg/g/mlml

154.04154.0499AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 0.66 0.66 
μμg/g/mlml

48.548.588AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 1.66 1.66 
μμg/g/mlml

38.5638.5655AOT 0,1M, AOT 0,1M, 2525°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica 1.66 1.66 
μμg/g/mlml

48.748.7--MediuMediu aposapos, , pHpH 7,8, 257,8, 25°°CC
ConcentratieConcentratie enzimaticaenzimatica de 1.66 de 1.66 
μμg/g/mlml

ActivitateActivitate enzimaticaenzimatica
U/mgU/mg

GradGrad de de dede
hidratarehidratare, , 

ww00

MediuMediu de de reactiereactie

258.29258.294040
314.31314.313535
322.09322.093030
132.26132.262525
163.22163.222020

AOT 0,1M, AOT 0,1M, 
ConcentratieConcentratie
enzimaticaenzimatica de 0.66 de 0.66 
μμg/g/mlml si wsi w0 =0 =1122

206.9206.94040
329.8329.83535

383.24383.243030
126.03126.032525
163.38163.382020

AOT 0,1M, AOT 0,1M, 
ConcentratieConcentratie
enzimaticaenzimatica de 0.66 de 0.66 
μμg/g/mlml si wsi w00 ==1111

175.51175.514040
329.87329.873535
411.72411.723030
118.25118.252525
160.11160.112020

AOT 0,1M, AOT 0,1M, 
ConcentratieConcentratie
enzimaticaenzimatica de 0.66 de 0.66 
μμg/g/mlml si wsi w00 ==1010

107.36107.364040
178.78178.783535
382.46382.463030
154.04154.042525
186.09186.092020

AOT 0,1M, AOT 0,1M, 
ConcentratieConcentratie
enzimaticaenzimatica de 0.66 de 0.66 
μμg/g/mlml si wsi w00 =9=9

ActivitateActivitate enzimatica enzimatica 
(U/mg)(U/mg)

Temperatura (Temperatura (°°CC))MediuMediu de de reactiereactie
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