
Applicazioni biotecnologiche degli 
enzimi: le proteasi



Idrolisi di legami peptidici



Campi di applicazione delle proteasi



Le proteasi catalizzano l’idrolisi di legami 
peptidici

• Esopeptidasi ed endopeptidasi

• Specificità di riconoscimento più o meno elevata

• 4 classi sulla base del meccanismo d’azione:
– Proteasi a serina (chimotripsina, tripsina, elastasi, subtilisina)

– Proteasi a cisteina (papaina, caspasi)

– Proteasi acide (pepsina, chimosina, proteasi di HIV)

– Metalloproteasi (carbossipeptidasi A, termolisina)

Molte proteasi hanno anche attività esterasica



Meccanismo d’azione delle proteasi a serina: 
catalisi covalente

Tripsina 



White: polar
Green: hydrophobic

Aspartil-proteasi



Metalloproteasi

Termolisina e 
Carbossipeptidasi A



Specificità di riconoscimento di proteasi



Utilizzo di proteasi come additivi nei detersivi

Le proteasi utilizzate come additivi nei detersivi devono:
•Avere bassa specificità di substrato
•Avere elevata attività sia ad alta che a bassa T
•Avere elevato optimum di pH 
•Essere resistenti agli agenti contenuti nei detersivi (saponi, chelanti 
dei metalli, ossidanti etc.).

Le subtilisine sono proteasi a serina con queste caratteristiche



Le subtilisine

• Prodotte da Bacillus sp., sono 
proteasi alcaline extracellulari

• Proteasi a serina di circa 27 kDa, 
bassa specificità di substrato e alta 
stabilità

• Nell’Unione Europea sono prodotte 
e/o importate > 1000 tonnellate di 
subtilisina pura per anno

• Usate come additivo in tutti i tipi di 
detersivi

• La subtilisina è uno degli enzimi più 
ingegnerizzati: oltre metà dei 275 
amminoacidi che la compongono sono 
stati oggetto di mutagenesi!



Strategie per migliorare le proprietà di un enzima

Quali proprietà migliorare?

• Attività catalitica
• Specificità di substrato
• Nuove attività
• Stabilità
• Stabilità in ambienti ‘esotici’ 

(non fisiologici)



Utilizzo di proteasi come 
additivi nei detersivi.

Maxacal è una proteasi di 
Bacillus lentus che possiede 
elevata attività ad alto pH ed è 
termostabile.
Appartiene alla famiglia delle 
subtilisine.



Stabilizzazione di Maxacal all’ossidazione

Maxacal perde attività  
enzimatica in presenza di 
ossidanti come l’H2O2 o 
perossiacidi, che si 
trovano comunemente nei 
detersivi.
I residui di cisteina e 
metionina sono i bersagli 
principali degli ossidanti.
Maxacal non contiene 
cisteine, ma presenta 3 
metionine.



Stabilizzazione di Maxacal all’ossidazione.
La sostituzione della metionina 216 (M216Q) rende la 

proteasi più resistente agli ossidanti

M216Q

wt



Evoluzione guidata in vitro per migliorare la 
termostabilità di una subtilisina di psicrofilo



Oligonucleotidi per ‘saturation mutagenesis’: 
come ridurre ridondanza e codoni di stop 

prematuri?

Oligo degenerati per il codone 
bersaglio

• NNK o NNS

• Miscela di oligo:
– NDT, VMA, ATG e TGG in rapporto 

12:6:1:1

– NDT, VHG e TGG in rapporto 
12:9:1

• Codoni di stop: TAG, TAA, TGA



Evoluzione guidata in vitro della proteasi alcalina di B. gibsonii 
per migliorare attività a bassa T e termostabilità



Utilizzo di proteasi nell’industria alimentare

• Per migliorare il valore nutrizionale e la digeribilità 
dei cibi

• Per diminuire l’allergenicità di idrolizzati proteici 
usati come supplementi nutritivi (es. latte artificiale, 
farine di grano)

• Per la produzione di formaggio: chimosina e pepsina 
per l’idrolisi della caseina e la formazione del caglio, 
mix di proteasi per la maturazione del formaggio

• Per ammorbidire la carne: papaina, bromelaina





Processo di produzione del formaggio



Sintesi enzimatica di legami peptidici: 
transpeptidazione 

Le proteasi possono essere utilizzate per catalizzare la sintesi di 
legami peptidici mediante due approcci:

1. Approccio termodinamico (inverso della reazione di idrolisi)
2. Approccio cinetico (reazione di aminolisi)



Strategie per la sintesi di legami peptidici mediante 
l’approccio termodinamico

L’equilibrio apparente viene spostato verso la sintesi rimuovendo 
dalla miscela di reazione il peptide prodotto: 

precipitazione



Strategie per la sintesi di legami peptidici mediante 
proteasi

Gruppi chimici che bloccano –NH2 e -COOH servono a 
conferire direzionalità al legame e a modificare la 
solubilità di reagenti e prodotti

Gruppi NH2

Gruppo Z: benzilossicarbonile
Gruppo Ac: acetile

Gruppi COOH
Gruppo OBut: tert-butil estere
Gruppo NH2: ammide



Strategie per la sintesi di legami peptidici mediante 
l’approccio termodinamico

L’equilibrio apparente viene spostato verso la sintesi rimuovendo 
dalla miscela di reazione il peptide prodotto: 

sistema bifasico: acqua + solvente immiscibile



Strategia per la sintesi di legami peptidici mediante 
l’approccio cinetico

Questo approccio può essere utilizzato con proteasi a serina o a 
cisteina che formano l’intermedio covalente acil-enzima. 
Si utilizzano esteri o ammidi degli aminoacidi come donatori di 
gruppi acilici per formare l’acil-enzima.
La deacilazione avviene in competizione tra idrolisi e aminolisi.
La reazione di aminolisi può essere favorita in solventi organici.



Gli enzimi mantengono attività catalitica in 
solvente organico

Gli enzimi sono in 
grado di mantenere la 
loro attività in 
solventi organici 
perché mantengono un 
sottile guscio di 
molecole di acqua. 
Inoltre conservano lo 
stato di ionizzazione 
esistente prima del 
trasferimento in 
solvente organico 
(memoria del pH).



Inversione dell’enantioselettività di un 
enzima mediata dal solvente

Reazione di transesterificazione catalizzata da una proteasi 
di Aspergillus oryzae in diversi solventi organici
N-acetil-(D o L)-fenilalanina-cloroetilestere + propanolo

Solvente Enantioselettività (VL/VD)

Acetonitrile 7.1

Dimetilformamide 5.7

Acetone 1.3

Toluene 0.26

Ottano 0.24

La modalità di legame del substrato D è 
produttiva in solvente organico perché la 
catena laterale idrofobica Phe è esposta



Strategie per la sintesi enzimatica di peptidi



Condizioni sperimentali per la sintesi enzimatica 
di peptidi



Semi-sintesi dell’insulina umana 
dall’insulina di maiale

L’insulina umana 
differisce da quella 
di maiale solo per 
l’ultima posizione 
della catena B:
Thr B30 vs Ala B30.



Semi-sintesi dell’insulina umana 
dall’insulina di maiale

Ala30 viene rimossa dalla 
carbossipeptidasi o da una proteasi 
lisina-specifica.
Una proteasi lisina-specifica viene 
utilizzata per catalizzare la sintesi 
del legame Lys29-Thr.

Procedura brevettata dalla Novo nel 
1982.

Transpeptidazione dell’insulina 
ricombinante (catena B priva di 
Thr30) prodotta in S. cerevisiae



Sintesi dell’aspartame

L’aspartame è un dipeptide formato da 
aspartato e fenilalanina-metilestere, 
100-200 volte più dolce del saccarosio. 
La sintesi del legame peptidico è 
catalizzata dalla metalloproteasi 
termolisina.

Termolisina: enantiospecifica (D,L-Phe)
       regiospecifica (isomero )
       termostabile (50-60°C)
       non ha attività esterasica



Sintesi dell’aspartame

Immobilizzazione della termolisina su Eupergit C in presenza 
di uno dei substrati aumenta l’attività di due volte
• Enzima libero in acqua

• 95% resa Cbo-Asp-PheCONH2
• 50% resa bz-Asp-PheCOOMe

• Eupergit-termolisina in etil acetato
• 50% resa Cbo-Asp-PheCONH2
• >95% resa bz-Asp-PheCOOMe
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