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INTRODUCERE

Enzimele sunt utilizate in multe domenii de activitate incluzand cercetarea medicala si
farmaceutica, diagnoza clinica, industria (farmaceutica, chimica, alimentara sau textild), epurarea
apelor reziduale. Avantajele precum: Tnalta specificitate, activitatea mare in conditii blande de
mediu, eficacitatea cataliticd, natura biodegradabila a facut posibila utilizarea enzimelor ca
alternativa moderna si avantajoasa pentru catalizatorii conventionali.

Diferiti factori precum temperatura si aditivii chimici duc la inactivarea enzimelor.
Cresterea termostabilitatii si a stabilitatii operationale a enzimelor poate fi facutd, cu costuri
scazute, prin addugarea in mediul de reactie a diferitelor substante chimice: saruri, polioli,
dextran, albumind sericd bovind, polietilenamina, polielectroliti, osmoliti organici, solventi
organici, glucide si alti aditivi [5].

Pentru a putea intelege mecanismul de stabilizare al unor aditivi, este necesar mai intai
studiul cineticii inactivarii enzimelor. Exista putine studii in ceea ce priveste acest subiect [11],
iar fenomenul inactivarii enzimelor este de obicei tratat mai mult empiric. Depistarea si
masurarea inactivarii enzimelor In conditii normale de reactie poate fi un instrument important
pentru descrierea stabilizarii acestora in prezenta diferitilor aditivi.

Desi potentialul de utilizare al oxidoreductazelor este foarte mare, aplicatiile acestora in
industrie sunt limitate de inactivarea de catre produsii de reactie si stabilitatea lor scazuta in
solutii apoase. De aceea, imbunatatirea stabilitatii oxidoreductazelor este un obiectiv de
importanta majora pentru biotehnologie.

Datoritd capacitatii de a inlatura radicalii liberi proveniti de la speciile active de oxigen si
de azot, catalaza si peroxidaza au fost incadrate in clasa de enzime ce apara sistemele celulare de
stresul oxidativ. In vivo, stresul oxidativ este compensat si de sistemele neenzimatice din care fac
parte alaturi de alte clase de compusi si flavonoide naturale.

Studii in vitro arata ca flavonoidele prezinta capacitate antioxidanta [34-42]. Quercetina si
catechina poseda elemente structurale si abilitatea de a distruge in vitro speciile de oxigen si
oxigen singlet pe langa radicalii de alte origini. Flavonoidele de tipul capsaicinei ce se gasesc in
ardeii din specia Capsicum au fost studiate datorita proprietatilor antioxidante ce le detin. O alta
flavonoida, cu structura simpla, des intdlnitd in plantele comestibile, este guaiacolul.
Guaiacolului i s-a atribuit activitate antioxidantd celulard si abilitatea de a contracara efectele
unor agenti patogeni. [45].

Obiectivul principal al acestei teze este studiul cineticii unor reactii catalizate de anumite
oxidoreductaze, in vederea obtinerii unor modele cinetice simple si plauzibile si gdsirea celor
mai buni modulatori pentru marirea stabilitatii operationale si a termostabilitatii acestora. Dintre
multitudinea de enzime cu potential de utilizare in industrie au fost alese catalaza (enzima cu
specificitate mare de substrat) si peroxidaza (enzima cu specificitate mica , capabild sa oxideze
un numar mare de derivati fenolici). Aceste enzime au in structura situsului activ Fe. Din analiza
interactiilor intre modulatori si situsul activ al enzimei se preconizeaza elaborarea unei strategii
de selectie a unui stabilizator optim pentru fiecare enzima.

Principalele aspecte urmarite in cadrul acestei lucrari au fost:

e Studiul efectului solventului, tariei ionice si pH-ului asupra stabilitatii si inactivarii
catalazei din ficat bovin in cursul reactiei de descompunere a apei oxigenate.

e Studiul efectului unor aditivi asupra termostabilitatii catalazei, in absenta si in prezenta
substratului.
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e Studiul influentei naturii substratului asupra cineticii oxidarii cu apa oxigenatd in
prezenta peroxidazei din hrean si a inactivarii acesteia folosind metoda izoconversionala.

e Cinetica oxidarii quercetinei cu diferiti agenti oxidanti: oxigen (autooxidare) in diferite
medii, apa oxigenatd (oxidare chimicd), apa oxigenata si peroxidaza din hrean (oxidare
enzimaticd) si identificarea produsilor de oxidare rezultati.

e Cinetica oxidarii catechinei cu diferiti agenti oxidanti: oxigen (autooxidare), apa
oxigenata (oxidare chimicd), apd oxigenata si peroxidaza din hrean (oxidare enzimaticd)
si identificarea produsilor de oxidare rezultati.

o Identificarea produsilor de oxidare ai catechinei si quercetinei si stabilirea unui model
cinetic plauzibil.

Teza de doctorat cuprinde o parte de literatura care descrie stadiul actual al cunoasterii in
domeniul studiat si o a doua parte, de contributii originale, bazatd pe rezultatele experimentale
obtinute pe perioada derularii cercetarii pentru elaborarea tezei de doctorat.

In partea de literatura sunt prezentate aspecte referitoare la: cinetica reactiilor catalizate de
enzime (cap. 1.1), inactivarea enzimelor (cap 1.2), modalititi de combatere a stresului oxidativ
prin sisteme enzimatice si neenzimatice (cap 1.3), activitatea catalitica a catalazei din ficat bovin
si a peroxidazei din hrean (HRP) (cap. 1. 4). In partea originala a lucrarii sunt prezentate studiile
cinetice in ceea ce priveste stabilitatea si inactivarea catalazei (Cap. IL.1) si inactivarea
peroxidazei din hrean la oxidarea unor substraturi precum: catechina, quercetina, guaiacolul si
capsaicina (cap. 11.2)

Il. PARTEA ORIGINALA

I1.1.a. Influenta solventului asupra cineticii descompunerii apei oxigenate in prezenta
catalazei

Studiul a urmarit cinetica descompunerii apei oxigenate in prezenta catalazei in medii
partial apoase. Pentru componenta neapoasa s-au folosit alcooli mono si polihidroxilici n
incercarea de a schimba concentratia gruparilor OH pastrand nemodificatd natura chimicd a
mediului. S-au realizat corelatii viteza de reactie/constante de viteza cu proprietatile fizice ale
solventului: constanta dielectrica (D), hidrofobicitatea (log P), concentratia de grupari hidroxil
(OH), polarizabilitatea (o), parametrul Kamlet Taft (B) si parametrul Kosover (Z). Printr-o
metoda spectrofotometricd s-a urmdrit descompunerea apei oxigenate In prezenta catalazei
folosind ca mediu de reactie amestecuri apoase cu metanol, etanol, propanol, butanol, 2
propanol, 1, 2 etandiol, 1,2,3 propantriol, in diferite concentratii. Din datele absorbanta in functie
de timp, au fost calculate concentratiile de apa oxigenata ramasa neractionata, [S], conform legii
Lambert-Beer, dupa ce s-au scazut absorbantele corespunzatoare enzimei si solventului.

Tn figura (11.1.2.) sunt prezentate pentru ilustrare curbele cinetice integrale obtinute
pentru descompunerea apei oxigenate in amestecurile apa — etanol. Similar s-au obtinut curbe
cinetice integrale pentru celelalte amestecuri apa- alcool.
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Figura 11.1.2. Curbele cinetice integrale in amestecuri etanol-apa (%vol)

Din curbele cinetice integrale [S] = f(timp) au fost estimate vitezele momentane de
reactie (VR) si vitezele initiale de reactie (Vg°) prin fitarea unor functii cu 4 parametri (a,b,c,d)
date de ecuatia (II.1.1) si derivarea acestora la fiecare timp.

y = ae ¥ + ce™9* (IL1.1)
Tinand cont de stoichiometria reactiei, se obtin expresiile pentru vitezele de reactie:
Vg = LA gpe-bt 4 et
vg dt
(IL1.2)
0 (LS
Vg = (VS " )t=0 =ab +cd (I1.1.3)

Vitezele initiale de reactie sunt prezentate in figura (11.1.8.).

0.00006 ~
0.00005

0.00004

0.00003 - —#— metanol
—@— etanol \
—A— 1-propanol *
—4&— 2-propanol
—— etilenglicol
—»—glicerina

vo/(Ms™)

0.00002

0.00001

0.00000 . .
0 10 20 30 40 50

% alcool (v/v)

Figura 11.1.8. Variatia vitezei initiale de reactie cu proportia de component hidroxilic (%vol)

S-a observat ca se produce scaderea vitezei initiale de reactie pentru majoritatea
amestecurilor de reactie. Pentru a explica inactivarea enzimei in cursul reactiei s-a utilizat un

model cinetic (I1.1.6), care presupune existenta unei etape de inactivare lenta a enzimei, datorita
adaugarii componentului neapos [125].

E+S—>5X,
X, +S—25>E+P (IL.1.6)
E—5E,

unde Ej, reprezinta o forma inactiva a catalazei.
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Datele de literaturd aratd cd prima etapa a modelului cinetic este controlatd de difuzie,
deci valoarea k; este aproape constantd [68]. Pentru estimarea constantelor de viteza k» si k3 s-a
folosit metoda de rezolvare numerica a sistemului de ecuatii diferentiale ce descrie evolutia in
timp a sistemului [114]. Sistemul de 5 ecuatii diferentiale corespunzator modelului cinetic
(11.1.6) este reprezentat de vitezele de transformare ale celor 5 componenti:

% = —k, [E][S] +, [X,][S] -k, [E]

% = —k, [E]IS] - K, [X,][S]

% =k, [E][S] - K, [X,][S] —_—
diP] _

C;[j—é ]— K [X4][S]

d—tm = ks[E]

Prin introducerea conditiilor initiale (k;=1.410" M™s™ si [E]p=3"10" M, [S]¢=0.021M), au
fost estimate cele mai bune constante de viteza k; si ks care duc la o suprapunere a datelor
simulate cu cele experimentale. Valorile constantei de inactivare ks sunt situate in intervalul 10°2-
10%™, ceea ce confirma presupunerea unei inactivari lente a enzimei; k3 creste cu continutul de
component neapos pentru toate amestecurile binare; pentru amestecurile ce contin 2-propanol si
glicerind, variatia este mai mica.

Tn continuare au fost analizate efectele mai multor proprietiti ale solventului asupra
parametrilor cinetici VR’ ko si ks.

Una din cele mai utilizate proprietati ale solventului, din punct de vedere al influentei
asupra cineticii reactiilor chimice, este constanta dielectrica (D). Pentru a studia efectul alcoolilor
asupra cineticii descompunerii apei oxigenate in prezenta catalazei a fost utilizat un model de
solvatare dielectrica, propus de Hiromi [128,129]. Acest model considera solventul ca un mediu
continuu izotrop, cu constanta dielectrica D, iar ionul inclus intr-o cavitate sfericd cu raza b si
constanta dielectricd interna D; in care se gasesc M sarcini discrete, punctiforme eq, €...em . Ca
mediu de referintd se utilizeazd un mediu ipotetic de constantd dielectrica infinita. Modelul
cinetic propus anterior (II.1.6) poate fi scris, tindnd cont de formarea in fiecare etapd a
complecsilor activati respectivi, astfel:

E+S«t> Xy

X;+S«2>ES* —25P+E (1.1.9)

E«2>E* 35,
unde ES™ si E” sunt complecsii activati (strile de tranzitie) corespunzaitoare etapelor elementare
2 si 3.

Folosind modelul Hiromi si presupunand ca razele moleculare ale complexului X; si ale
complexului activat ES™ sunt egale cu cele ale enzimei libere, tinAnd cont ca apa oxigenatd are o
raza foarte mica comparativ cu cea a enzimei, S-a considerat ci by, = bes” = 42:10™ m [129]; se
obtin astfel ecuatiile pentru variatia constantelor de viteza k; si k.

Conform acestor ecuatii, in cazul in care solvatarea este dielectrica, se obtine o
dependentd liniara intre logaritmul constantei de vitezd si inversul constantei dielectrice a
solventului. Din dependenta Ink,=f(1/D) si Inks=f(1/D), se pot face aprecieri cu privire la
configuratia sarcinilor in complexul X; si starea de tranzitie ES”, respectiv in catalaza E si

9
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complexul activat E”. Tn figurile (11.1.12.) si (11.1.13.) sunt prezentate variatiile constantelor k si
ks in functie de constanta dielctrici a mediului, care sunt cvasiliniare sau prezintd domenii

cvasiliniare. Rezultatele au fost utilizate pentru a evalua dispersia sarcinii in starile de tranzitie
comparativ cu starile initiale corespunzatoare.

14.0 4
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Figura 11.1.12. Variatia constantei k; in functie de 1/D Figura 11.1.13. Variatia constantei ks in functie de 1/D

Pentru a vedea daca influenta solventului este descrisd numai de constanta dielectrica, au
fost calculate valorile v/° , k; si ks pentru un mediu izodielectric cu D = 76 prin interpolare.
Rezultatele sunt prezentate in figura (11.1.14.), aceeasi tendintd a fost obtinuta si pentru alte
medii izodielectrice. Cum valorile obtinute nu sunt constante, aceasta inseamna ca cinetica
acestei reactii este influentata si de prezenta altor interactii specifice (hidrofobe, acido-bazice,

etc). In concluzie, se poate spune ci efectul solventului poate fi explicat partial prin influenta
constantei dielectrice, dar exista si alte interactii care sunt importante.
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Figura 11.1.14. Variatia parametrilor cinetici in conditii izodielctrice (D=76)

De aceea, s-a studiat si influenta altor proprietati fizice ale solventilor. Una din
proprietatile larg utilizate pentru a descrie hidrofobicitatea/lipofilicitatea unui solvent este logP
ce reprezinta coeficientul de partitie a unui compus intre doua faze nemiscibile [132].

Pentru amestecurile binare utilizate, valorile logP au fost calculate ca [133]:
109 P, ixure = X, 109 P, + X log P, (I1.1.14)

S-a observat ca in toti solventii binari, mai putin 2-propanolul, variatia parametrilor cu logP este

monotona. In cazul in care se considera o fractie molara constanta (xs = 0.06), dependenta nu mai
este monotona figura (11.1.18.).
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Figura I11.1.18. Variatia vitezei initiale cu hidrofobicitatea la compozitie constanta (xs = 0.06)

Datorita faptului ca pentru 1-propanol si 2-propanol s-au obtinut valori mai mari ale
vitezei initiale, au fost realizate experimente i in amestecuri de apa cu 1-butanol (pana la limita
de solubilitate a acestuia). Rezultatele aratd ca dependenta vitezei initiale de hidrofobicitatea
mediului, exprimata prin logP poate fi impartita in doud zone distincte: pana la valoarea logP = -
1.30 are loc o scadere a activitatii catalazei, iar la valori mai mari de -1.30 se observa o crestere a
activitatii catalazei. Pentru alcoolii multihidroxilici (etilenglicol si glicerind) si alcoolii
monohidroxilici cu lant scurt (metanol, etanol) activitatea catalazei scade cu hidrofobicitatea
solventului, in timp ce pentru alcoolii monohidroxilici cu lant hidrocarbonat mai mare (1-
propanol, 2-propanol, 1-butanol), are loc o crestere a activitatii cu hidrofobicitatea solventului.

Comparand aceste rezultate cu cele obtinute in cazul efectului constantei dielectrice, se
poate spune cd pentru alcoolii care solvateaza preponderent dielectric, activitatea enzimatica
scade cu logP, in timp ce pentru alcoolii pentru care s-au evidentiat si efecte de solvatare
specifica, activittaca catalazei creste cu hidrofobicitatea solventului.

Datele de literatura aratd cd numarul de grupari hidroxil, in special in cazul alcoolilor
polihidroxilici, are un efect semnificativ asupra stabilitdtii si activitatii unor enzime [134]. Pentru
toate amestecurile apa-alcool utilizate, a fost calculatd concentratia de grupari hidroxil [OH] din
datele de densitate [135] si fractiile molare corespunzatoare. S-a observat ca viteza initiala de
reactie creste cu concentratia gruparilor hidroxil pentru toti solventii.

Pentru alcoolii primari (metanol, etanol si 1-propanol) variatia este aproximativ liniara,
cu pante de aproximativ 107 s™. Pentru alcoolii polihidroxilici (etilenglicol si glicerini), variatia
este tot liniara, dar pantele sunt aproximativ de 10 ori mai mici decat in cazul alcoolilor
monohidroxilici, iar Tn cazul 2-propanolului variatia nu este liniara. Se poate spune ca cel mai
important efect asupra activitatii catalazei il au gruparile hidroxil primare ale alcoolilor.

Deoarece rezultatele obtinute pentru fiecare parametru al solventului in parte nu au dus la
o concluzie clard in ceea ce priveste ponderea pe care o au diferitele proprietdti fizice ale
solventului asupra parametrilor cinetici ai reactiei de descompunere a apei oxigenate in prezenta
catalazei, s-a trecut la o abordare multiliniara, in care se considera efectul cumulat al mai multor
proprietati. Datele de literatura arata ca se pot utiliza numeroase proprietati fizice si empirice ale
solventilor pentru analiza multivariatd a comportdrii unei reactii chimice in solventi organici
[136]. Pentru o abordare cat mai rationala si corectd, trebuie ales un set cuprinzand un numar mic
de parametri reprezentativi, care sa fie independenti unul fata de celalalt.
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Exista mai multe seturi de parametri ce au fost utilizati in literatura. Dintre acestea, 0
abordare utilizata frecvent in cinetica chimica [137, 138] cuprinde un set de patru parametri
caracteristici, dintre care doi caracterizeaza interactiile nespecifice, iar doi interactiile specifice
solvent-solut. Ecuatia dependentei multiliniare descrie variatia vitezei de reactie sau a
constantelor individuale de viteza cu acest set de patru parametri si este de forma:

A=A +YY + pP+eE+DbB (I.1.15)

unde A este variabila dependenta (viteza initiala de reactie sau constanta de viteza), A, valoarea
variabilei dependente Tn mediul de referinta, Y si P sunt proprietdti nespecifice ale solventului
care masoara solvatarea electrostaticd, E si B proprietati specifice ale solventului care masoara
aciditatea si bazicitatea Lewis (solvatarea electrofild si nucleofild) iar y, p, e si b sunt coeficientii
de regresie care masoara sensitivitatea raspunsului variabilei dependente la cele patru variabile
independente [136].

In cazul reactiei studiate au fost alesi ca descriptori ai solventului urmatoarele proprietati:
functia Kirkwood (D-1)/(2D+1) pentru Y, polarizabilitatea a pentru P, parametrul Kamlet — Taft
L pentru E si numarul lui Kosower Z pentru B; cu acesti descriptori, ecuatia (I1.1.14) devine:

D-1

A=A +Yy 2D+1+p a+e-f+b-Z (IL.1.16)

A fost utilizatd aceasta ecuatie pentru fiecare amestec apa alcool, la diferite proportii ale
alcoolului. Se observa ca exista corelatii foarte bune in cazul amestecurilor de apa cu metanol,
etanol, 1-propanol; coeficientul de determinare r® scade usor in cazul amestecurilor cu 2-
propanol si etilenglicol, iar in cazul glicerinei se obtin coeficienti de determinare foarte mici.
Pentru a vedea efectul acestor descriptori globali, asupra tuturor amestecurilor, viteza initiala si
constantele de viteza ks si ks au fost estimate la o singura fractie molara de solvent (xs = 0,06).

Se observa cd sensitivitatea vitezei initiale de reactie este de acelasi ordin de marime in
raport cu parametrul Kirkwood, a, si 5, dar mai micd in raport cu Z. Viteza initiald creste cu
variatia tuturor descriptorilor, cu exceptia (D-1)/(2D+1). Deoarece viteza initiala nu ia n
considerare si inactivarea enzimei, aceeasi corelatie este de asteptat si in cazul constantei K.
Rezultatele prezentate Tn tabelul (11.1.5) sugereaza ca valoarea constantei de vitezd k, este
influentata majoritar de (D-1)/(2D+1) si « si creste cu cresterea valorii tuturor descriptorilor. In
ceea ce priveste constanta de inactivare Ks, corelatia este slaba.

II.1.b. Influenta pH-ului si a tariei ionice asupra cineticii descompunerii apei
oxigenate in prezenta catalazei

In acest capitol este prezentat studiul cinetic privind descompunerea apei oxigenate in
prezenta catalazei la tarii ionice cuprinse intre 0.002M si 0.1M si pH intre 4 si 11. Téria ionica a
fost modificatd prin utilizarea de concentratii diferite de tampon citrat, tampon fosfat si tampon
carbonat. S-a observat ca la toate tariile ionice studiate, activitatea catalazei nu variaza foarte
mult cu pH-ul, cu exceptia pH-ului extrem acid.Vitezele initiale de reactie, calculate conform
ecuatiei (11.1.3) sunt prezentate in figura (11.1.25.).
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Figura 11.1.25. Variatia vitezei initiale de reactie cu pH-ul si taria ionicd a mediului

Se observa cd existd o variatie sub forma de clopot a vitezei initiale de reactie cu pH-ul
mediului; in ceea ce priveste taria ionicad, nu exista o dependenta bine definita.

Pentru pH = 6 au fost utilizate doua solutii tampon diferite (acid citric-fosfat disodic si
fosfat monosodic-fosfat disodic) pentru a vedea daca si componentii tamponului au o influenta
asupra activitatii catalazei. S-a observat ca pentru tarii ionice mici valorile vitezei de reactie nu
depind semnificativ de prezenta tamponului si de natura acestuia. Estimarea constantelor
individuale de viteza a fost facuta pe baza modelului cinetic (11.1.6), utilizdnd rezolvarea
sistemului de ecuatii diferentiale ce descrie evolutia in timp a sistemului (11.1.8). Pentru pH-uri
medii, nu exista o variatie semnificativa cu taria ionica a tamponului utilizat. Pentru pH 4, la tarii
ionice extreme, se obtin valori mici ale constantei de viteza k. In ceea ce priveste variatia
constantei de inactivare k3 cu taria ionica a mediului, si in acest caz se observa ca valorile cele
mai mici se gasesc pe intervalul de pH mediu (6-8). La pH acid (4) si tarii ionice mari, catalaza
se inactiveaza foarte mult, datorita denaturarii [139].

I1.1.c. Efectul unor aditivi asupra stabilitatii termice a catalazei

O modalitate simpla de a stabiliza enzimele Tmpotriva inactivarii termice este adaugarea
in mediul de reactie a unor substante simple: saruri, polioli, glucide, alti compusi organici
[111,126, 144]. De aceea, s-a incercat estimarea constantelor de inactivare termica pentru reactia
de descompunere a apei oxigenate 1n prezenta catalazei in conditiile in care in mediul de reactie
au fost prezenti diferiti aditivi. Acestia au fost: etanolul, etilenglicolul, glicerina si zaharoza.
[134,146 - 148]. Termoinactivarea catalazei a fost studiata in doua tipuri de conditii: n prezenta
substratului, prin masurarea cantitatii de apa oxigenatd consumata in timp la diferite temperaturi
cuprinse n intervalul 30-60°C, sau prin incubarea enzimei in absenta substratului la diferite
temperaturi i pentru diferiti timpi si efectuarea de masurdtori cinetice la temperatura camerei,
dupa diferiti timpi de incubare [154]. De asemenea, pentru experimentele realizate in mediu apos
fara aditivi , au fost facute si masuratori la concentratie constanta de apa oxigenata si concentratii
variabile de enzima 107-10°M (in proteind) si mai multe temperaturi situate in intervalul 30-
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55°C. Aceste misuritori au fost necesare pentru aplicarea metodei izoconversionale [148] pentru
estimarea constantelor globale de inactivare.

Vitezele initiale de reactie, calculate conform ecuatiei (II.1.3) si prezentate in figura
(I1.1.42.) corespunzatoare termoinactivarii catalazei in prezenta substratului, prezintd un maxim
la valoarea de 40°C pentru api si amestecurile api-etilenglicol si glicerini, 43°C pentru
amestecul apa-NaCl si 45°C pentru amestecul apa-zaharoza.
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Figura 11.1.42. Variatia vitezelor initiale de reactie cu temperatura

In prezenta NaCl sau a zaharozei, vitezele initiale sunt mai mici decat in celelalte medii la
temperaturi sub 45°C. La temperaturi mai mari in prezenta zaharozei si a glicerinei,
termoinactivarea este mai putin vizibila.Tinand cont cd determindrile s-au facut la temperaturi
diferite, toate constantele cinetice corespunzatoare modelului cinetic (I1.1.6) variaza cu aceasta.
S-a utilizat metoda de estimare a tuturor constantelor de viteza prin rezolvarea sistemului de
ecuatii diferentiale (11.1.8). Pentru mediul apos rezultatele sunt prezentate in figura (11.1.43.).
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Figura 11.1.43. Variatia constantelor de viteza cu temperatura in mediu apos.

Se observa in figura (11.1.43.) ca cea mai mare variatie o prezinta constanta de inactivare Ks.
Pentru fiecare din etape s-au estimat energiile de activare din panta dependentei In(k;) = f(1/T).
Rezultatele indica faptul ca inactivarea termicd este un proces lent si de probabilitate mica,

14



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Cinetica inactivarii enzimatice modulata de aditivi

energia sa de activare fiind de aproximativ 50 de ori mai mare decat energiile de activare ale
celorlalte doua etape.

O metoda utila dar calitativa de a determina daca o enzima sufera un proces de inactivare,
este metoda Selwyn [149], care implica efectuarea a mai multor seturi cinetice, la concentratii
initiale diferite de enzima si aceeasi concentratie de substrat. Pe baza acestei metode s-a propus
utilizarea unei metode izoconversionale [148] pentru estimarea constantelor de inactivare. S-au
facut determinari cinetice in mediu apos la mai multe temperaturi pe intervalul 35-55 °C,
utilizand mai multe concentratii de enzima pe intervalul 1 107—1 10° M.

Pentru fiecare din temperaturi s-a evidentiat aparitia fenomenului de inactivare din
dependenta [S]=f ([E]o-t). S-a observat ca la cresterea temperaturii, inactivarea devine mai
importanta, aga cum se vede din figurile (I1.1.47.) si (11.1.48.).
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Figura 11.1.47. Curba Selwyn pentru api la 55°C Figura 11.1.48. Curba Selwyn pentru api la 35°C

Odata ce procesul de inactivare a fost pus in evidentd, din curbele [S]=f(timp), au fost
determinati timpii de reactie corespunazatori unei concentratii fixe de substrat la diferite valori
[Elo, precum si derivatele in punctul respectiv. Aceasta s-a facut prin fitarea unei functii de
forma ecuatiei (11.1.1) pe datele experimentale, urmata de interpolare si derivare numericd in
punctul respectiv.

Pentru o inactivare globala de ordinul I, derivatele (d[S]/dt); pentru o valoare fixa a [S]
depind de timpii izoconversionali si, conform ecuatiei (11.1.16):

% = F([SD[E]o e *inti (IL1.16)

Din aceasta ecuatie, constanta globald de inactivare ki, poate fi estimatd prin regresie
liniara pe ecuatia (11.1.17):

In Kd[s]> ! l=ln FUSD = kpnt; (11.1.17)

dt [E]o,i
cand panta obtinuta este egala cu constanta de inactivare. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
figura (11.1.49.). Se observa ca, valorile obtinute sunt de acelagi ordin de marime pentru
temperaturi de pani la 45°C, la temperatura de 55°C existand abateri semnificative, ce pot fi puse
pe seama erorilor aparute in cazul estimdrii pe baza modelului cinetic, unde numarul de
parametri estimati este destul de mare.
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Figura 11.1.49. Valori comparative ale constantelor de inactivare in mediu apos

Energia de activare corespunzdtoare inactivarii a fost estimatd din dependenta
In(kin) = f(1/T) si este de 136 kJ/mol, similara celei obtinute in cazul estimatelor din modelul
cinetic (11.1.6).

Termoinactivarea in absenta substratului

Au fost calculate vitezele initiale de reactie conform ecuatiei (II.1.3), tindnd cont ca
acestea depind atat de natura aditivului, de timpul de incubare, si de temperatura. Au fost
calculate vitezele relative de reactie conform ecuatiei:

rel _ (VR)tin

Vp = m (11118)
unde (vR)t;, este viteza initiald de reactie dupd un anumit timp de incubare ti, si (vR)t, este
viteza initiala de reactie corespunzatoare timpului initial (inaintea incubarii). Variatia vitezelor
initiale relative aratd ca gradul de inactivare creste cu temperatura pentru toti aditivii utilizati.
Daca se compara valorile relative pentru mediile cu aditivi la fiecare temperaturd, se poate spune
ca addugarea de NaCl sau etilenglicol nu are nici un efect asupra stabilizdrii termice a enzimei, In
timp ce glicerina si zaharoza au efect de termostabilizare. Odata cu cresterea temperaturii, peste
temperatura la care activitatea catalazei este optimd, se observa un efect de inactivare al
etilenglicolului, in timp ce glicerina si zaharoza protejeazd enzima impotriva inactivarii termice

Pentru a afla modelul cinetic adecvat termoinactivarii catalazei, ecuatiile cinetice
caracteristice unor modele des intdlnite in literatura [142,150], au fost fitate pe datele viteza
initiald relativa in functie de timpul de incubare. Modelele au fost alese pe baza observatiei ca
datele obtinute de noi arata o scadere exponentiald, caracteristica unor procese de ordinul I;
modelele alese sunt prezentate in tabelul (11.1. 9.). Au fost selectate trei modele: un model de
ordinul I cu formare de enzima total inactiva (D), un model de ordinul I cu formarea unei specii
partial active (E') si un model in care formarea enzimei inactive are loc in doud etape succesive
de ordinul 1. (k; este constanta cinetica a primei etape de inactivare, k, este constanta cinetica a
celei de-a dous etape de inactivare, iar B~ reprezinta activitatea partiala initiald a enzimei active).

Tabelul 11.1.9. Modele de termoinactivare si ecuatiile cinetice caracteristice
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Model cinetic Ecuatie cinetica
E—D viel —exp(—k, 1)
(inactivare totald) (11.1.19)
E—E | * *
o Vg = @1- B )exp(—k, - 1)+
(inactivare 111,20
partiald) (11.1.20)
ESE=D | v —ep(k; 1)+ L (o(-kot)~oxp(—k 1)
(inactivare ko —ki
succesiva) (1.1.21)

Estimarea parametrilor cinetici corespunzatori procesului de termoinactivare a fost facuta
prin regresie neliniard, iar pentru discriminarea intre modelele cinetice au fost considerate atat
criterii statistice, cat si restrictii fizice. Intre criteriile statistice au fost incluse intervalul de
confidentd a parametrilor estimati si calitatea fitarii datd de coeficientul de corelatie ajustat
(Rzadj), suma patratelor reziduurilor (SS) si distributia acestora. A fost de asemenea inclusa si
valoarea testului Fischer (F) astfel incat valorile sa fie cat mai mari si peste valoarea critica
corespunzatoare numarului de puncte experimentale si numarului de parametri din modelul
considerat. Restrictiile fizice au inclus obtinerea unor parametri pozitivi si care sd nu depaseasca
valoarea limitd maximi corespunzitoare teoriei complexului activat. In functie de aditivul
adaugat, cel mai potrivit model obtinut este cel cu inactivare partiald a enzimei in apa si in
prezenta NaCl sau a zaharozei, modelul cu inactivare totald in cazul in care aditivul a fost
etilenglicolul si modelul de inactivare succesiva in cazul utilizarii glicerinei.

Tn figura (11.1.55.) sunt reprezentati timpii de injumatitire relativi, calculati ca raport intre
timpii de injumatitire in prezenta aditivilor si cei obtinuti in mediu apos. Se observi ci la 30°C
fiecare aditiv utilizat duce la stabilizarea catalazei, la 45°C doar etilenglicolul duce la inactivarea
suplimentari a enzimei, iar la 60°C, cel mai bun termostabilizator este zaharoza.
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Figura 11.1.55. Timpii relativi de injumatatire in prezenta aditivilor
Pentru a caracteriza capacitatea globala de termostabilizare a aditivilor, s-au estimat de
asmenea si energiile de activare corespunzatoare inactivarii prin regresie liniara pe ecuatia:
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In(k;) = In(4) — == (11.1.23)

Rezultatele, prezentate Tn tabelul (11.1.11), aratd ca cei mai buni stabilizatori sunt
glicerina si zaharoza.

Tabelul 11.1.11. Energiile de activare in prezenta aditivilor

Aditiv Ea(kd/mol)
- 106.2+15.1
NaCl 115.4+18.1
etan-1,2-diol 100.7+15.5
propan-1,2,3-triol | 125.9+14.7
zaharoza 127.6£12.2

I1.2.a. Utilizarea metodei izoconversionale pentru identificarea inactivarii peroxidazei
I1.2.al. Oxidarea capsaicinei

Pentru oxidarea capsaicinei a fost utilizatd tot metoda spectrofotometrica; a fost utilizat
un extract alcoolic de capsaicind obtinut dintr-0 specie de ardei iute (Capsicum). Au fost
inregistrate spectrele de absorbtie UV-VIS si a fost aleasa ca lungime de unda pentru masurétori
cantitative A=262nm, unde absorb produsii de reactie. Pentru a vedea daca enzima este inactivata
in timpul procesului catalitic, s-a realizat o reprezentare Selwyn care a indicat existenta
inactivarii. In continuare s-a utilizat metoda izoconversionali si au fost calculati timpii
corespunzatori absorbantei A=1.8 si derivatele corespunzatoare dA/dt; din reprezentarea grafica
In[(dA/dt)i-ll[E!o,i] = f(t;) figura (11.2.3.) a fost determinatd constanta de inactivare egala cu
(2.87+0.16) 10° s,
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9.54|E Slope -0.0028  1.63273E-4

T T T T T T T T T
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
timpul izoconversional/s

Figura 11.2.3. Estimarea constantei de inactivare la oxidarea capsaicinei

11.2.a2. Oxidarea guaiacolului

Pentru oxidarea guaiacolului a fost utilizata tot metoda spectrofotometrica. S-a confirmat
inactivarea peroxidazei utilizand o reprezentare Selwyn si s-a utilizat n continuare metoda
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izoconversionald. Dependenta ln[(d[PA]/dt)i 1/[E]o,i]=f(t)) este liniara, iar constanta de
inactivare medie este de (9.22+0.28) 10 s,

11.2.a3. Oxidarea catechinei

Printr-un procedeu similar s-a determinat constanta medie de inactivare cu valoarea de
(2.32+1.28)-10° s,

I1.a4. Oxidarea quercetinei

Reactia de oxidare a quercetinei a fost urmarita atat in etanol, cat si in metanol pentru a vedea
daca solventul are o influenta semnificativa asupra inactivarii peroxidazei. Valorile constantelor
de inactivare obtinute in metanol sunt mai mari decat cele obtinute in etanol.

I1.2.b. Stabilitatea si inactivarea peroxidazei din hrean in prezenta quercetinei si a apei
oxigenate

Identificarea produsilor de reactie pentru autooxidare si oxidare enzimatica a quercetinei a fost
realizatd in timpul unui stagiu de pregitire la Mediteranean Agronomic Institute of
Chania(M.A.1.C.H), in cadrul departamentului “ Food Quality and Chemistry of Natural
Products” sub indrumarea Dr. Panagiotis Kefalas. Folosind tehnicile cromatografice: LC-MS si
HPLC a fost urmarita reactia de autooxidare si de oxidare enzimatica (in prezenta si in absenta
apei oxigenate) a unor solutii etanolice de quercetina in prezenta tamponului fosfat. n tabelul
(11.2.3) sunt prezentati compusii identificati. Rezultatele tehnicilor utilizate indica faptul ca
produsii formati in urma autooxidarii si oxidarii sunt similari, dar mecanismul reactiei diferd in
functie de agentul oxidant folosit [164, 168].

Tabel 11.2.3. Compusii identificati prin analiza LC-MS pentru oxidarea enzimatica a quercetinei in prezenta si
absenta apei oxigenate

Structura compus Denumire [M+H]"
Ho oH Acid 2,4,6-trihidroxibenzoic 170
) Acid 3,4-dihidorxibenzoic 154
HO O o HO 2 OH . . . . .
N o) Dimeri ai quercetinei 602.8
o @ ° S Quercetina 303.5

OH

OH O
Oxidarea enzimatica conduce la ruperea scheletului flavonoic rezultand acizii catechuic si
galic si de asemenea dimeri §i trimeri.

Cinetica oxidarii quercetinei
Folosind o metoda spectrofotometrica a fost urmarita reactia de oxidare a quercetinei cu
diferiti agenti oxidanti (oxigen, apd oxigenatd) atdt in absenta cat si in prezenta (HRP). In
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absenta enzimei a fost urmaritd autooxidarea (oxidarea cu oxigenul dizolvat in apd) si oxidarea
cu apa oxigenatd. Oxidarea enzimaticd a fost realizatd In prezenta apei oxigenate si a HRP.
Pentru a vedea influenta pe care o are mediul de reactie, masuratorile au fost efectuate in mai
multe medii: apa, solutii tampon, in prezenta de surfactanti (Brij-neionic, HDPC-clorura de
hexadecilpiridina-cationic, APG-alchilpoliglucozid) si alcooli (metanol si etanol). In cazul
investigarii autooxidarii solutiei de quercetind dizolvata in surfactantii Brij sau HDPC, s-au
observat doud picuri la lungimile de unda 260 nm si 375 nm Brij, respectiv 389 nm HDPC,
caracteristice quercetinei. Analiza spectrelor a condus la concluzia ca reactia de autooxidare
poate fi neglijata in raport cu reactiile de oxidare in prezenta unor agenti oxidanti si a
surfactantilor.

Tn toate mediile utilizate, quercetina este oxidati, fenomen evidentiat prin sciderea
maximelor de absorbtie corespunzatoare lungimilor de unda 270 nm si 390 nm. De asemenea, se
observa in toti solventii, cu exceptia etanolului o crestere a absorbantei la A = 320 nm, crestere
atribuita formarii produsilor de reactie, dintre care heterodimerul este majoritar. Tindnd cont ca
la toate maximele de absorbtie existd mai mult de un compus care absoarbe, analiza cinetica s-a
realizat pe viteze initiale de reactie la A= 370 nm lungime de unda unde absoarbe majoritar
quercetina, sau la A= 330 nm [167], unde se formeaza dimerii. Pentru lungimea de unda
corespunzatoare maximului de absorbtie al benzii III (A= 370 nm) s-au realizat curbe de calibrare
pentru dilutii succesive de quercetind. Pentru calculul vitezelor initiale de reactie s-au utilizat
numai absorbantele obtinute la 370 nm si la 320 nm, utilizandu-se absorbantele ca atare; pentru o
analiza calitativd comparativa s-a utilizat ecuatia (I.2.1), urmatd de calculul derivatelor in
punctul t = 0 [ecuatia (I1.2.2)].

[Qu] = ae™Pt + ce™ ¢ (11.2.1)
o _ (1 d[Qu] _
v = (vs ! >t=o = ab + cd (11.2.2)

Vitezele initiale obtinute sunt prezentate in tabelul 11.2.5. Se observa ca viteza de
autooxidare este mai mare in medii alcoolice si creste cu cresterea pH-ului tamponului adaugat.
In ceea ce priveste formarea dimerilor, a fost observata aceeasi ordine.

Tabelul 11.2.5. Viteze initiale la autooxidarea quercetinei in diferite medii

Mediu de reactie Vg’ 10%/Ms™
apa fara O, dizolvat (Ar) 0.232
tampon pH=5.7 0.967
APG 0.658
etanol - apa 0.869
etanol — pH8 1.730
metanol-pH8 2.110
metanol-pH10 9.720

Pentru studiul oxidarii chimice si enzimatice a quercetinei cu apa oxigenata, s-au utilizat in
continuare numai solutii alcoolice, datorita solubilitatii mai mari a quercetinei in aceste medii, la
care s-au adaugat solutiile tampon realizate in apa.
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Oxidarea quercetinei cu apa oxigenata

Solutiile etanolice si metanolice de quercetind au fost oxidate cu apa oxigenata in
prezenta tamponului fosfat pH 8. Oxidarea a fost urmarita spectrofotometric prin inregistrarea
unor spectre consecutive in timp, pe domeniul 250-450 nm. Datele sunt prezentate in figura
(11.2.40.).

vg?
1.40E-07
1.20E-07
1.00E-07
8.00E-08
6.00E-08
4.00E-08
2.00E-08
0.00E+00

105‘\" 105‘\" 10—3‘\/‘
o), 596 v 1.8

BNy »\H‘%/\Oe%}:\ﬂo :\‘"‘%,\%%}an \\—\202\

Figura 11.2.40. Vitezele initiale de reactie la oxidarea quercetinei cu H,O, Tn mediu alcoolic

Influenta concentratiei reactantilor asupra oxidarii quercetinei cu apa oxigenata

Pentru a vedea influenta concentratiei reactantilor si determinarea ordinelor partiale de
reactie, s-au facut determinari in metanol utilizind metoda izolarii. Din spectrele consecutive au
fost calculate concentratiile de quercetind rdmasa nereactionatd. Au fost determinate ordinele
partiale de reactie, obtinandu-se ordinul I in raport cu quercetina si ordinul O in raport cu apa
oxigenatd. Din aspectul curbelor absorbantd de dimeri in timp, se poate spune ca la concentratii
mari ale reactantilor, dimerii se acumuleaza pand la o anumitd concentratie, dupd care are loc o
transformare a acestora in acizi benzoici, dintre care au fost identificati acidul galic si acidul
protocatechuic.

Oxidarea quercetinei cu apa oxigenati Tn prezenta peroxidazei

S-a urmarit cinetica oxidarii quercetinei cu apa oxigenata in prezenta peroxidazei printr-o
metoda spectrofotometrica, inregistrand spectre succesive in timp. S-au facut determinari, in care
s-au variat pe rand concentratia de enzima, apd oxigenata §i quercetind, mentinand celelalte
concentratii constante si modificand mediul de reactie prin solubilizarea quercetinei in metanol,
etanol, utilizarea de solutii tampon de diferite pH-uri sau prin addugarea de surfactanti. S-au
obtinut urmatoarele valori pentru ordinele partiale de reactie: agu,=1, 0H202=0.35, onrp=0.11.
Pentru apa oxigenata si peroxidaza, coeficientii de determinare sunt foarte mici, indicand faptul
ca reactia urmaritd nu este o reactie simpla, lucru confirmat si de celelalte date cinetice si de
analizele cromatografice facute pentru identificarea produsilor.

I1.2.c. Stabilitatea si inactivarea peroxidazei din hrean in prezenta catechinei si a apei
oxigenate

Identificarea produsilor de reactie pentru autooxidarea si oxidarea enzimatica a catechinei
a fost realizatd in conditii similare cu cele discutate in cazul quercetinei. A fost urmarita reactia
de autooxidare si oxidare enzimatica (in prezenta si absenta apei oxigenate) a unor solutii
etanolice de catechina in prezenta tamponului fosfat. In urma analizelor ficute au fost identificati
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ca produsi de reactie dimeri ai catechinei (dihidrocatechina A si B) cu structuri si proprietati
asemanatoare.
Cinetica oxidarii catechinei

Oxidarea catechinei a fost urmarita printr-o metoda spectrofotometrica, in diferite conditii
(mediu apos sau alcoolic in absenta si prezenta tamponului). S-a studiat atat oxidarea cu oxigen
atmosferic (autooxidarea), cat si oxidarea enzimatica in prezenta peroxidazei utilizand ca agent
oxidant apa oxigenata. S-a urmarit cinetica autooxidarii catechinei in mediu apos sau la pH acid
si neutru.

Absorbantele caracteristice catechinei si produsilor rezultati iIn urma reactiei sale de
autooxidare prezintd o deplasare batocroma cu cresterea pH-ului. Din absorbantele caracteristice
lungimii de unda corespunzatoare dimerilor, au fost calculate concentratiile acestora. Dimerii
formati sufera in timp alte reactii care duc la scaderea absorbantei in timp. Folosind portiunea
initiala liniard a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t) s-au estimat vitezele initiale de reactie pentru
autooxidarea solutiei etanolice de catechina la diferite pH-uri. Tn figura 11.2.94 este prezentata
variatia vitezei initiale de reactie cu pH —ul pentru reactia de autooxidare a solutiei etanolice de
catechina.

6.00E-008
5.00E-008 +
4.00E-008
‘»
= 3.00E-008 - -
o
2.00E-008 —
1.00E-008 -

0.00E+000

5 6 7 8 9 10
pH

Figura 11.2.94. Variatia vitezei initiale de reactie cu pH —ul solutiei tampon adadugate pentru reactia de
autooxidare a solutiei etanolice de catechina

Oxidarea enzimatica a catechinei

Oxidarea enzimatica a catechinei a fost urmarita spectrofotometric. S-au realizat determinari
experimentale Tn mai multe conditii: varierea concentratiei de catechind si pastrarea
concentratiilor de apd oxigenatd si enzima constantd, varierea concentratiei de apa oxigenata si
pastrarea concentratiei de enzima si de catechind constante, varierea concentratiei de enzima si
pastrarea concentratilor de catechina i apa oxigenatd constante. S-au fnregistrat spectre
succesive UV-VIS la intervale convenabile de timp, pe intervalul 200-800 nm, timp de 800 -
2000 secunde.

Influenta concentratiei de catechina

Folosind portiunea liniara a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t), au fost estimate vitezele initiale de
reactie pentru diferite concentratii initiale de catechind. Acestea au fost trecute in Tabelul
(1.2.7).
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Tabel 11.2.7. Variatia vitezeor initiale de reactie cu concentratia de catechina

[Catechina]/M | vQ 108(Ms™)
5.00 10™ (2.68+0.15)
7.50 10™ (4.40+0.39)
1.25 10" (9.2520.78)

Valorile sunt mai mari decét cele obtinute pentru autooxidare, iar din graficul In (vg°%) = f (In
([Dimeri]) a fost determinat ordinul partial de reactie in raport cu catechina, obtindndu-se 0
valoare de 1.35+0.06, cu un coeficient de determinare de 0.9978.

Influenta concentratiei de apa oxigenata
Rezultatele obtinute utilizand un procedeu similar sunt trecute in Tabelul (I1.2.8).

Tabel 11.2.8 Variatia vitezelor de reactie cu concentratia de apa oxigenata

[H,0,]10°/M | v3 108(Ms™)
5.5 (6.11+0.33)
6.0 (7.69+0.32)
7.3 (7.8520.45)
8.0 (5.44%0.23)

Valorile sunt mai mari decat cele obtinute pentru autooxidare; la cresterea concentratiei
de apa oxigenatd peste 7-10°M apare o scadere a vitezei initiale de reactie care poate fi atribuita
inactivarii peroxidazei. Din graficul In (VRO) = f (In ([Dimeri]) a fost determinat ordinul partial de
reactie in raport cu apa oxigenatd, obtinandu-se o valoare de 1.01+0.25, cu un coeficient de
determinare de 0.9678.

Influenta concentratiei de enzima

S-a folosit un procedeu similar cazurilor prezentate mai sus si s-a calculat concentratia de
dimeri pentru cazul in care concentratia de enzima a fost variata iar restul componentelor au fost
pastrate constante. Folosind portiunea liniara a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t), au fost estimate
vitezele initiale de reactie.

Tabel 11.2.9. Variatia vitezelor initiale de reactie cu concentratia de enzima

[HRP]10YM | vR 108(Ms™)
6.75 (8.4120.75)
7.89 (9.6320.12)
115 (13.8+1.20)
141 (9.97+0.96)

Valorile sunt mai mari decat cele obtinute pentru autooxidare; la cresterea concentratiei de
apa oxigenata peste 10°M apare o usoara scadere a vitezei initiale de reactie care poate fi
atribuitd inactivarii peroxidazei. Din graficul In(v’) = f(In([Dimeri]) a fost determinat ordinul
partial de reactie in raport cu peroxidaza, obtinandu-se o valoare de 0.98+0.12, cu un coeficient
de determinare de 0.9997.
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Influenta pH-ului mediului

S-a oxidat enzimatic, in prezenta apei oxigenate si a solutiilor tampon cu valori diferite de
pH, solutia etanolica de caetchina. Solutiile tampon folosite au fost: tampon fosfat monosodic-
fosfat disodic pH 7.2 si 8, carbonat de sodiu- bicarbonat de sodiu pH 9.9. Din seturile de date in
care s-a variat pH-ul, s-au extras valorile absorbantelor pentru lungimea de unda: A =440 nm si s-
au calculat concentratiile dimerilor. Din portiunea initiala a curbelor cinetice [Dimeri] in functie
de timp s-au estimat vitezele initiale de reactie.

Tabelul 11.2.10. Variatia vitezei de reactie cu pH-ul

pH v9 108(Ms™)
5.5 (1.22+0.05)
7.2 (5.48+0.46)
8.0 (7.53+0.55)
9.9 (1.37+0.10)

Se observa din figura (11.2.103.) ca vitezele de formare ale dimerilor in oxidarea enzimatica a
catechinei sunt mai mari decat vitezele de autooxidare.

A
0.000000

5E-08

5.5 7.2 8 9.9
pH
M autooxidare M ox enzimatica

Figura 11.2.103. Vitezele initiale cu variatia pH-ului la autooxidarea si oxidarea enzimatica a catechinei

La pH-uri apropiate de pH-ul optim al peroxidazei, viteza de formare a dimerilor este mai mare,
dar aceasta catalizeaza reactia de oxidare a catechinei chiar si la pH-uri extreme.

Concluzii generale
In vederea studiului inactivirii unor enzime in prezenta unor aditivi au fost alese doui
oxidoreductaze: catalaza, enzima cu specificitate mare de substrat, care -catalizeaza
descompunerea unui substrat simplu - apa oxigenata - si peroxidaza, enzima cu specificitate mica
de substrat, care catalizeazd oxidarea unui numar mare de compusi fenolici.

Pentru sistemul model catalazi-apa oxigenata s-a studiat efectul mai multor factori

asupra inactivarii si termoinactivarii enzimei:

v’ A fost studiat efectul pH-ului si al tariei ionice asupra inactivarii catalazei. A fost propus
un model cinetic simplu, care cuprinde o etapa de inactivare de ordinul 1; modelul
permite o estimare bund a parametrilor implicati si sugereaza ca influenta pH-ului se
datoreaza inactivarii catalazei prin transformarea acesteia intr-un complex inactiv, lucru
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evidentiat prin variatia constantei de inactivare cu pH-ul. Téaria ionica, datorata
componentilor tamponului, are o influenta asupra activitatii catalazei, in special in cazul
in care se lucreaza la pH-uri extreme. Din compararea datelor obtinute In tampoane cu
componenti diferiti si in mediu apos netamponat, se poate spune ca in apa inactivarea este
mai scazuta.

v Efectul solventului (amestecuri binare apa-alcooli) asupra vitezei initiale de reactie si a
constantelor de viteza corespunzatoare unui model cinetic simplu cu trei etape au fost
discutate prin prisma mai multor proprietdti caracteristice solventului: constanta
dielectrica, polarizabilitatea, hidrofobicitatea, concentratia de grupari hidroxil, sau unii
parametri empirici (de exemplu parametrii Kamlet-Taft si numarul Kosower). In cazul
amestecurilor de apa cu metanol, etanol, 1-propanol si etilen glicol, au fost obtinute
corelatii bune si intre In(vg®), In(kz) si In(ks) in functie de functia Kirkwood, (D-
1)/(2D+1), sugerand astfel ca influenta solventului are o componentd dielectrica
importantda. Cand sunt analizate amestecurile care contin aceeasi fractie molara a
solventului neapos (de exemplu xs = 0,06), pentru alcoolii multihidroxilici (etilenglicol si
glicerind) si alcoolii monohidroxilici cu lant scurt (metanol, etanol), activitatea catalazei
scade cu hidrofobicitatea solventului, In timp ce pentru alcoolii monohidroxilici cu lant
hidrocarbonat mai mare (1-propanol, 2-propanol, 1-butanol), are loc o crestere a
activitatii cu hidrofobicitatea solventului. Pe de altd parte, cu cat concentratia gruparilor
hidroxil este mai mare, cu atdt creste si viteza initiald de reactie. Prin regresie
multiliniard, folosind patru parametri ce descriu solventul, (D-1)/(2D+1),
polarizabilitatea, parametrul Kamlet- Taft si Kosower,), folosind fractii molare constante
ale alcoolilor, s-a demonstrat ci Vg°, ko, si ks depind ih mod semnificativ de parametrii
alesi.

v S-a investigat cinetica inactivarii catalazei in prezenta si absenta apei oxigenate, la
temperaturi cuprinse intre 30 si 60 °C. Reactia a fost studiatd in mediu apos in absenta si
in prezenta aditivilor ce au efect stabilizator asupra multor enzime: NaCl, 1,2- etandiol,
1,2,3- propantriol si zaharoza. Folosind curbele cinetice extinse (concentratie de substrat
in functie de timp) si aplicand modele cinetice din literatura pentru incubarea enzimei in
absenta substratului si masurand descompunerea apei oxigenate la diferiti timpi de
incubare s-au estimat parametrii de inactivare: constanta de viteza, timp de injumatatire,
energie de activare. Efectul de stabilizare depinde de temperatura de lucru, zaharoza fiind
cel mai bun termostabilizator pentru catalaza. Datorita atat inactivarii termice Cat si
prezentei substratului, constanta de viteza de ordin I pentru inactivare este mai mare in
prezenta substratului decat in absenta acestuia.

Pentru sistemul model peroxidaza —derivati fenolici cu proprietiti antioxidante, au fost
studiate efectele citorva factori asupra inactivarii si stabilititii enzimei:

v' Pentru studiul inactivarii peroxidazei de citre apa oxigenata, au fost estimate constantele
globale de inactivare ale enzimei in reactia de oxidare a mai multor substraturi fenolice
din categoria antioxidantilor (capsaicina, guaicolul, catechina, quercetina) utilizand o
metoda izoconversionala propusa in cadrul laboratorului de cinetica chimica.

v' Pentru toate substraturile utilizate inactivarea este de ordinul I. Tn cazul capsaicinei,
quercetinei §i guaiacolului constantele de inactivare globale sunt de acelasi ordin de
marime (10°s™), in timp ce in cazul oxidarii catechinei, inactivarea este mult mai lenta
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(10°sY), ceea ce inseamna cd aceasta are un efect de protectie a peroxidazei impotriva
inactivarii de catre apa oxigenata.

v' A fost studiata reactia de oxidare a quercetinei in diferite conditii: autooxidare, oxidare cu
apa oxigenatd in absenta si in prezenta peroxidazei din hrean. Reactia a fost urmaritd atat
in mediu apos, cat si in medii apoase tamponate, medii partial alcoolice si micelare
(surfactanti anionici si neutri). Identificarea produsilor de reactie pentru autooxidare,
oxidare chimicd i enzimaticd a quercetinei a fost realizatd in timpul unui stagiu de
pregatire la ,, Mediteranean Agronomic Institut of Chania” prin tehnici cromatografice:
LC-MS si HPLC. in urma analizelor facute au fost identificati ca produsi de reactie acizi
benzoici: acid catechuic si acid galic, precum si dimeri ai quercetinei cu structuri §i
proprietati asemanatoare. Produsii formati in urma autooxidarii si oxidarii quercetinei
sunt aceiasi, dar cantitatea obtinutd difera in functie de agentul oxidant folosit. In cazul
autooxidarii solutiei de quercetind 1n prezenta metanolului si tamponului fosfat este
favorizata producerea acizilor benzoici, iar in cazul oxidarii enzimatice este favorizata
producerea dimerului. Peroxidaza este inactivatd in prezenta concentratiilor mari de apa
oxigenatd, comportament intalnit si in cazul altor substraturi.

v A fost studiata reactia de oxidare a catechinei in diferite conditii: autooxidare si oxidare
cu apa oxigenatd 1n prezenta peroxidazei din hrean. Reactia a fost urmaritd atat in mediu
apos, cat si in medii apoase tamponate si medii partial alcoolice (metanol sau etanol).
Identificarea produsilor de reactie pentru autooxidare si oxidare enzimatica a catechinei a
fost realizata in timpul unui stagiu de pregatire la ,, Mediteranean Agronomic Institut of
Chania” prin tehnici cromatografice: LC-MS si HPLC. In urma analizelor ficute au fost
identificati ca produsi de reactie dimeri ai catechinei (dihidrocatechina A si B) cu
structuri si proprietdti asemanatoare. A fost obtinut amestecul de dimeri, dar nu s-a reusit
separarea acestora. Din analiza spectrelor de absorbtie, au fost alese pentru analiza
cinetica maximele corespunzitoare absorbtiei dimerilor. In cazul oxidarii enzimatice este
favorizatd formarea dimerilor, chiar la pH-uri extreme. Datele obtinute sunt sustinute de
alte date de literatura si confirma un mecanism de oxidare in care catechina formeaza
dimeri, iar ca intermediari de reactie se formeazd semichinone.
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