
REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

1 

 

 

 

UNIVERSITATEA DIN BUCUREŞTI 

FACULTATEA DE CHIMIE 

ŞCOALA DOCTORALĂ ÎN CHIMIE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 
 

 

CINETICA INACTIVĂRII ENZIMATICE MODULATĂ DE 

ADITIVI 

 

 

 

Doctorand:  

 
Anca Ruxandra Cantemir 

 

Conducător doctorat: 

 
Prof. Dr. Dumitru Oancea 

 

 

 

 

 

 
2012 

 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

2 

 

 

UNIVERSITATEA DIN BUCUREŞTI  

FACULTATEA DE CHIMIE  

ŞCOALA DOCTORALĂ ÎN CHIMIE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Comisia de doctorat: 

 

Preşedinte: Prof. Dr. Camelia Bala, Directorul Şcolii Doctorale 

Conducător doctorat: Prof. Dr. Dumitru Oancea, MC al Academiei Române 

Referenţi oficiali: 

 Acad. Prof. Dr. Eugen Segal, Universitatea Bucureşti 

 Dr. CSI. Dan-Florin Anghel, Institutul de Chimie Fizică „Ilie Murgulescu”  

 Prof. Dr. Ing. Dan Geană, Universitatea Politehnica din Bucureşti 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2012 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

3 

 

 

(Numerotarea capitolelor, subcapitolelor, figurilor, tabelelor, schemelor, ecuaţiilor şi a trimiterilor 
bibliografice este cea din teza de doctorat.) 

Cuprins 

*** 
Introducere ................................................................................................................................................................... 4 

I. Stadiul actual al cunoaşterii în domeniu ................................................................................................................ 8 

I.1. Cinetica reacţiilor catalizate de enzime ............................................................................................................... 8 

Modelul Michaelis-Menten ........................................................................................................................................... 9 

Inhibiţia enzimatică ..................................................................................................................................................... 11 

Factori ce influenţează activitatea enzimatică ............................................................................................................. 13 

Influenţa pH-ului ......................................................................................................................................................... 13 

Influenţa tăriei ionice ................................................................................................................................................... 16 

Influenţa temperaturii .................................................................................................................................................. 16 

Efectul temperaturii asupra parametrilor cinetici ........................................................................................................ 17 

I.2. Termoinactivarea enzimelor .............................................................................................................................. 18 

Influenţa solventului asupra cineticii reacţiilor chimice în soluţie .............................................................................. 19 

Influenţa solventului asupra enzimelor ........................................................................................................................ 22 

Caracterizarea inactivării enzimelor prin metoda izoconversională ............................................................................ 25 

I.3. Mecanisme de apărare împotriva stresului oxidativ ........................................................................................ 27 

Radicalii liberi ............................................................................................................................................................. 27 

Speciile reactive ale oxigenului  si azotului întâlnite in vivo şi in vitro ...................................................................... 27 

Sisteme de apărare contra ROS şi RNS ....................................................................................................................... 28 

Antioxidanţi enzimatici ............................................................................................................................................... 28 

Antioxidanţi neenzimatici ............................................................................................................................................ 30 

Oxidarea catechinei ..................................................................................................................................................... 32 

Autooxidarea catechinei .............................................................................................................................................. 33 

Oxidarea enzimatică .................................................................................................................................................... 34 

Oxidarea quercetinei. ................................................................................................................................................... 38 

I.4. Activitatea catalitică a unor oxidoreductaze ..................................................................................................... 42 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

4 

 

Catalaza: funcţie şi structură ........................................................................................................................................ 42 

Peroxidaza: funcţie şi structură .................................................................................................................................... 44 

Mecanismul catalitic al peroxidazelor ......................................................................................................................... 45 

Peroxidaza din hrean (HRP) ........................................................................................................................................ 46 

Alte reacţii catalizate de peroxidaze ............................................................................................................................ 48 

II. Partea originală .................................................................................................................................................... 49 

II.1. Stabilitatea şi inactivarea catalazei .................................................................................................................. 49 

II.1.a. Influenţa solventului asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei ..................... 51 

Efectul constantei dielectrice ....................................................................................................................................... 57 

Efectul hidrofobicităţii solventului (logP) ................................................................................................................... 60 

Efectul concentraţiei de grupări hidroxil ..................................................................................................................... 62 

Corelaţii multiliniare .................................................................................................................................................... 62 

Concluzii ..................................................................................................................................................................... 65 

II.1.b. Influenţa pH-ului şi a tăriei ionice asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei

 ..................................................................................................................................................................................... 66 

Efectul tăriei ionice asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei ........................................... 70 

Efectul pH-ului asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei ................................................. 71 

Concluzii...................................................................................................................................................................... 73 

II.1.c. Efectul unor aditivi asupra stabilităţii termice a catalazei .......................................................................... 74 

Termoinactivarea în prezenţa substratului ................................................................................................................... 78 

Utilizarea metodei izoconversionale ............................................................................................................................ 81 

Termoinactivarea în absenţa substratului..................................................................................................................... 83 

Concluzii ..................................................................................................................................................................... 89 

II.2. Cinetica inactivării peroxidazei la oxidarea unor substraturi fenolice ......................................................... 90 

II.2.a. Utilizarea metodei izoconversionale pentru identificarea inactivării peroxidazei .................................... 90 

II.a.1. Oxidare a capsaicinei ...................................................................................................................................... 90 

II.a.2. Oxidarea guaiacolului .................................................................................................................................... 92 

II.a.3. Oxidarea catechinei ........................................................................................................................................ 94 

II.a.4. Oxidarea quercetinei ...................................................................................................................................... 94 

Concluzii ..................................................................................................................................................................... 96 

II.2.b. Stabilitatea şi inactivarea peroxidazei din hrean în prezenţa quercetinei şi a apei oxigenate ................. 97 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

5 

 

Identificarea produşilor reacţiei de oxidare ai quercetinei ........................................................................................... 98 

Analiza HPLC ............................................................................................................................................................. 98 

Analiza LC-MS ......................................................................................................................................................... 100 

Cinetica oxidării quercetinei ...................................................................................................................................... 104 

Autooxidarea quercetinei ........................................................................................................................................... 105 

Oxidarea quercetinei cu apă oxigenată ...................................................................................................................... 109 

Influenţa concentraţiei reactanţilor asupra oxidării quercetinei cu apă oxigenată ..................................................... 112 

Oxidarea quercetinei cu apa oxigenată în prezenţa peroxidazei ................................................................................ 114 

Influenţa concentraţiei de apă oxigenată ................................................................................................................... 114 

Influenţa concentraţiei de quercetină ......................................................................................................................... 116 

Influenţa concentraţiei iniţiale de enzimă .................................................................................................................. 117 

Concluzii ................................................................................................................................................................... 119 

II.2.c. Stabilitatea şi inactivarea peroxidazei din hrean în prezenţa catechinei şi a apei oxigenate ................. 121 

Identificarea produşilor reacţiei de oxidare ai catechinei .......................................................................................... 122 

Analiza HPLC ........................................................................................................................................................... 122 

Analiza LC-MS ......................................................................................................................................................... 124 

Cinetica oxidării catechinei ....................................................................................................................................... 133 

Autooxidarea catechinei ............................................................................................................................................ 135 

Oxidarea enzimatică a catechinei .............................................................................................................................. 139 

Influenţa concentraţiei de catechină .......................................................................................................................... 139 

Influenţa concentraţiei de apă oxigenată ................................................................................................................... 140 

Influenţa concentraţiei de enzimă .............................................................................................................................. 141 

Influenţa pH-ului mediului ........................................................................................................................................ 142 

Concluzii ................................................................................................................................................................... 145 

Concluzii generale.................................................................................................................................................... 146 

Articole publicate sau în curs de publicare ........................................................................................................... 148 

Participări la comunicări ştiinţifice şi conferinţe .................................................................................................. 148 

Bibliografie ............................................................................................................................................................... 149 

 

 

 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

6 

 

 

INTRODUCERE 
 

Enzimele sunt utilizate în multe domenii de activitate incluzând cercetarea medicală şi 

farmaceutică, diagnoza clinică, industria (farmaceutică, chimică, alimentară sau textilă), epurarea 

apelor reziduale. Avantajele precum: înalta specificitate, activitatea mare în condiţii blânde de 

mediu, eficacitatea catalitică, natura biodegradabilă a făcut posibilă utilizarea enzimelor ca 

alternativă modernă şi avantajoasă pentru catalizatorii convenţionali. 

Diferiţi factori precum temperatura şi aditivii chimici duc la inactivarea enzimelor. 

Creşterea termostabilităţii şi a stabilităţii operaţionale a enzimelor poate fi făcută, cu costuri 

scăzute, prin adăugarea în mediul de reacţie a diferitelor substanţe chimice: săruri, polioli, 

dextran, albumină serică bovină, polietilenamină, polielectroliţi, osmoliţi organici, solvenţi 

organici, glucide şi alţi aditivi [5]. 

Pentru a putea înţelege mecanismul de stabilizare al unor aditivi, este necesar mai întâi 

studiul cineticii inactivării enzimelor. Există puţine studii în ceea ce priveşte acest subiect [11], 

iar fenomenul inactivării enzimelor este de obicei tratat mai mult empiric. Depistarea şi 

măsurarea inactivării enzimelor în condiţii normale de reacţie poate fi un instrument important 

pentru descrierea stabilizării acestora în prezenţa diferiţilor aditivi. 

Deşi potenţialul de utilizare al oxidoreductazelor este foarte mare, aplicaţiile acestora în 

industrie sunt limitate de inactivarea de către produşii de reacţie şi stabilitatea lor scăzută în 

soluţii apoase. De aceea, îmbunătăţirea stabilităţii oxidoreductazelor este un obiectiv de 

importanţă majoră pentru biotehnologie. 

Datorită capacităţii de a înlătura radicalii liberi proveniţi de la speciile active de oxigen şi 

de azot, catalaza şi peroxidaza au fost încadrate în clasa de enzime ce apară sistemele celulare de 

stresul oxidativ. In vivo, stresul oxidativ este compensat şi de sistemele neenzimatice din care fac 

parte alături de alte clase de compuşi şi flavonoide naturale. 

Studii in vitro arată că flavonoidele prezintă capacitate antioxidantă [34-42]. Quercetina şi 

catechina posedă elemente structurale şi abilitatea de a distruge in vitro speciile de oxigen şi 

oxigen singlet pe lângă radicalii de alte origini. Flavonoidele de tipul capsaicinei ce se găsesc în 

ardeii din specia Capsicum au fost studiate datorită proprietăţilor antioxidante ce le deţin. O altă 

flavonoidă, cu structura simplă, des întâlnită în plantele comestibile, este guaiacolul. 

Guaiacolului i s-a atribuit activitate antioxidantă celulară şi abilitatea de a contracara efectele 

unor agenţi patogeni. [45]. 

Obiectivul principal al acestei teze este studiul cineticii unor reacţii catalizate de anumite 

oxidoreductaze, în vederea obţinerii unor modele cinetice simple şi plauzibile şi găsirea celor 

mai buni modulatori pentru mărirea stabilităţii operaţionale şi a termostabilităţii acestora. Dintre 

multitudinea de enzime cu potenţial de utilizare în industrie au fost alese catalaza (enzimă cu 

specificitate mare de substrat) şi peroxidaza (enzimă cu specificitate mică , capabilă să oxideze 

un număr mare de derivaţi fenolici). Aceste enzime au în structura situsului activ Fe. Din analiza 

interacţiilor între modulatori şi situsul activ al enzimei se preconizează elaborarea unei strategii 

de selecţie a unui stabilizator optim pentru fiecare enzimă. 

Principalele aspecte urmărite în cadrul acestei lucrări au fost: 

 Studiul efectului solventului, tăriei ionice şi pH-ului asupra stabilităţii şi inactivării 

catalazei din ficat bovin în cursul reacţiei de descompunere a apei oxigenate. 

 Studiul efectului unor aditivi asupra termostabilităţii catalazei, în absenţa şi în prezenţa 

substratului. 
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 Studiul influenţei naturii substratului asupra cineticii oxidării cu apa oxigenată în 

prezenţa peroxidazei din hrean şi a inactivării acesteia folosind metoda izoconversională. 

 Cinetica oxidării quercetinei cu diferiţi agenţi oxidanţi: oxigen (autooxidare) în diferite 

medii, apa oxigenată (oxidare chimică), apa oxigenată şi peroxidaza din hrean (oxidare 

enzimatică) şi identificarea produşilor de oxidare rezultaţi. 

 Cinetica oxidării catechinei cu diferiţi agenţi oxidanţi: oxigen (autooxidare), apă 

oxigenată (oxidare chimică), apă oxigenată şi peroxidaza din hrean (oxidare enzimatică) 

şi identificarea produşilor de oxidare rezultaţi. 

 Identificarea produşilor de oxidare ai catechinei şi quercetinei şi stabilirea unui model 

cinetic plauzibil. 

 

Teza de doctorat cuprinde o parte de literatură care descrie stadiul actual al cunoaşterii în 

domeniul studiat şi o a doua parte, de contribuţii originale, bazată pe rezultatele experimentale 

obţinute pe perioada derulării cercetării pentru elaborarea tezei de doctorat. 

În partea de literatură sunt prezentate aspecte referitoare la: cinetica reacţiilor catalizate de 

enzime (cap. I.1), inactivarea enzimelor (cap I.2), modalităţi de combatere a stresului oxidativ 

prin sisteme enzimatice şi neenzimatice (cap I.3), activitatea catalitică a catalazei din ficat bovin 

şi a peroxidazei din hrean (HRP) (cap. I. 4). În partea originală a lucrării sunt prezentate studiile 

cinetice în ceea ce priveşte stabilitatea şi inactivarea catalazei (Cap. II.1) şi inactivarea 

peroxidazei din hrean la oxidarea unor substraturi precum: catechina, quercetina, guaiacolul şi 

capsaicina (cap. II.2) 

 

II. PARTEA ORIGINALĂ 

 

II.1.a. Influenţa solventului asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa 

catalazei 

Studiul a urmărit cinetica descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei în medii 

parţial apoase. Pentru componenta neapoasă s-au folosit alcooli mono şi polihidroxilici în 

încercarea de a schimba concentraţia grupărilor OH păstrând nemodificată natura chimică a 

mediului. S-au realizat corelaţii viteză de reacţie/constante de viteză cu proprietăţile fizice ale 

solventului: constanta dielectrică (D), hidrofobicitatea (log P), concentraţia de grupări hidroxil 

(OH), polarizabilitatea (α), parametrul Kamlet Taft (β) şi parametrul Kosover (Z). Printr-o 

metodă spectrofotometrică s-a urmărit descompunerea apei oxigenate în prezenţa catalazei 

folosind ca mediu de reacţie amestecuri apoase cu metanol, etanol, propanol, butanol, 2 

propanol, 1, 2 etandiol, 1,2,3 propantriol, în diferite concentraţii. Din datele absorbanţa în funcţie 

de timp, au fost calculate concentraţiile de apă oxigenată rămasă neracţionată, [S], conform legii 

Lambert-Beer, după ce s-au scăzut absorbanţele corespunzătoare enzimei şi solventului. 

În figura (II.1.2.) sunt prezentate pentru ilustrare curbele cinetice integrale obţinute 

pentru descompunerea apei oxigenate în amestecurile apă – etanol. Similar s-au obţinut curbe 

cinetice integrale pentru celelalte amestecuri apă- alcool. 
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Figura II.1.2. Curbele cinetice integrale în amestecuri etanol-apă (%vol) 

 

Din curbele cinetice integrale [S] = f(timp) au fost estimate vitezele momentane de 

reacţie (vR) şi vitezele iniţiale de reacţie (vR
0
) prin fitarea unor funcţii cu 4 parametri (a,b,c,d) 

date de ecuaţia (II.1.1) şi derivarea acestora la fiecare timp.  

                                                    (II.1.1)  
Ţinând cont de stoichiometria reacţiei, se obţin expresiile pentru vitezele de reacţie: 

   (II.1.2)
 

                                                                                  (II.1.3) 

Vitezele iniţiale de reacţie sunt prezentate în figura (II.1.8.). 
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Figura II.1.8. Variaţia vitezei iniţiale de reacţie cu proporţia de component hidroxilic (%vol) 

 

S-a observat că se produce scăderea vitezei iniţiale de reacţie pentru majoritatea 

amestecurilor de reacţie. Pentru a explica inactivarea enzimei în cursul reacţiei s-a utilizat un 

model cinetic (II.1.6), care presupune existenţa unei etape de inactivare lentă a enzimei, datorită 

adăugării componentului neapos [125]. 

in

3

2

1

1

1

EE

PESX

XSE

              (II.1.6) 

unde Ein reprezintă o formă inactivă a catalazei. 
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Datele de literatură arată că prima etapă a modelului cinetic este controlată de difuzie, 

deci valoarea k1 este aproape constantă [68]. Pentru estimarea constantelor de viteză k2 şi k3 s-a 

folosit metoda de rezolvare numerică a sistemului de ecuaţii diferenţiale ce descrie evoluţia în 

timp a sistemului [114]. Sistemul de 5 ecuaţii diferenţiale corespunzător modelului cinetic 

(II.1.6) este reprezentat de vitezele de transformare ale celor 5 componenţi:  

]E[k
dt

]E[d

]S][X[k
dt

]P[d

]S][X[k]S][E[k
dt

]X[d

]S][X[k]S][E[k
dt

]S[d

]E[k]S][X[k]S][E[k
dt

]E[d

3
in

12

121
1

121

3121

          (II.1.8) 

Prin introducerea condiţiilor iniţiale (k1=1.4
.
10

7 
M

-1
s

-1 
şi [E]0=3

.
10

-8
 M, [S]0=0.021M), au 

fost estimate cele mai bune constante de viteză k2 şi k3, care duc la o suprapunere a datelor 

simulate cu cele experimentale. Valorile constantei de inactivare k3 sunt situate în intervalul 10
-2

-

10
0
s

-1
, ceea ce confirmă presupunerea unei inactivări lente a enzimei; k3 creşte cu conţinutul de 

component neapos pentru toate amestecurile binare; pentru amestecurile ce conţin 2-propanol şi 

glicerină, variaţia este mai mică. 

În continuare au fost analizate efectele mai multor proprietăţi ale solventului asupra 

parametrilor cinetici vR
0
, k2 şi k3. 

Una din cele mai utilizate proprietăţi ale solventului, din punct de vedere al influenţei 

asupra cineticii reacţiilor chimice, este constanta dielectrică (D). Pentru a studia efectul alcoolilor 

asupra cineticii descompunerii apei oxigenate în prezenţa catalazei a fost utilizat un model de 

solvatare dielectrică, propus de Hiromi [128,129]. Acest model consideră solventul ca un mediu 

continuu izotrop, cu constanta dielectrică D, iar ionul inclus într-o cavitate sferică cu raza b şi 

constantă dielectrică internă Di în care se găsesc M sarcini discrete, punctiforme e1, e2…eM . Ca 

mediu de referinţă se utilizează un mediu ipotetic de constantă dielectrică infinită. Modelul 

cinetic propus anterior (II.1.6) poate fi scris, ţinând cont de formarea în fiecare etapă a 

complecşilor activaţi respectivi, astfel:  

inEEE

EPESSX

XSE

3'3

2'2
1

1
1

            (II.1.9) 

unde ES  şi E  sunt complecşii activaţi (stările de tranziţie) corespunzătoare etapelor elementare 

2 şi 3.  

Folosind modelul Hiromi şi presupunând că razele moleculare ale complexului X1 şi ale 

complexului activat ES  sunt egale cu cele ale enzimei libere, ţinând cont că apa oxigenată are o 

rază foarte mică comparativ cu cea a enzimei, s-a considerat că bX1 = bES  = 42·10
-10 

m [129]; se 

obţin astfel ecuaţiile pentru variaţia constantelor de viteză k2 si k3. 

Conform acestor ecuaţii, în cazul în care solvatarea este dielectrică, se obţine o 

dependenţă liniară între logaritmul constantei de viteză şi inversul constantei dielectrice a 

solventului. Din dependenţa lnk2=f(1/D) şi lnk3=f(1/D), se pot face aprecieri cu privire la 

configuraţia sarcinilor în complexul X1 şi starea de tranziţie ES , respectiv în catalaza E şi 
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complexul activat E . În figurile (II.1.12.) şi (II.1.13.) sunt prezentate variaţiile constantelor k2 şi 

k3 în funcţie de constanta dielctrică a mediului, care sunt cvasiliniare sau prezintă domenii 

cvasiliniare. Rezultatele au fost utilizate pentru a evalua dispersia sarcinii în stările de tranziţie 

comparativ cu stările iniţiale corespunzătoare. 

0.013 0.014 0.015 0.016 0.017 0.018 0.019

10.5
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12.0
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14.0
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.
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ln
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3
/s

-1
)

1/D

 
Figura II.1.12. Variaţia constantei k2 în funcţie de 1/D           Figura II.1.13. Variaţia constantei k3 în funcţie de 1/D 
 

Pentru a vedea dacă influenţa solventului este descrisă numai de constanta dielectrică, au 

fost calculate valorile vR
0

 , k2 şi k3 pentru un mediu izodielectric cu D = 76 prin interpolare. 

Rezultatele sunt prezentate în figura (II.1.14.), aceeaşi tendinţă a fost obţinută şi pentru alte 

medii izodielectrice. Cum valorile obţinute nu sunt constante, aceasta înseamnă că cinetica 

acestei reacţii este influenţată şi de prezenţa altor interacţii specifice (hidrofobe, acido-bazice, 

etc). În concluzie, se poate spune că efectul solventului poate fi explicat parţial prin influenţa 

constantei dielectrice, dar există şi alte interacţii care sunt importante.  

metanoletanol
1-propanol

2-propanol
etile

nglicol
glicerin

a
-5

0

5

10

15

 

 ln(k
3
)

 ln(k
2
)

 ln(v
0

R
)

 
Figura II.1.14. Variaţia parametrilor cinetici în condiţii izodielctrice (D=76) 

De aceea, s-a studiat şi influenţa altor proprietăţi fizice ale solvenţilor. Una din 

proprietăţile larg utilizate pentru a descrie hidrofobicitatea/lipofilicitatea unui solvent este logP 

ce reprezinta coeficientul de partiţie a unui compus între două faze nemiscibile [132]. 

Pentru amestecurile binare utilizate, valorile logP au fost calculate ca [133]: 

sswwmixture PxPxP logloglog                      (II.1.14) 

S-a observat că în toţi solvenţii binari, mai puţin 2-propanolul, variaţia parametrilor cu logP este 

monotonă. În cazul în care se consideră o fracţie molară constantă (xS = 0.06), dependenţa nu mai 

este monotonă figura (II.1.18.). 
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Figura II.1.18. Variaţia vitezei iniţiale cu hidrofobicitatea la compoziţie constantă (xS = 0.06) 

 

Datorită faptului că pentru 1-propanol şi 2-propanol s-au obţinut valori mai mari ale 

vitezei iniţiale, au fost realizate experimente şi în amestecuri de apă cu 1-butanol (până la limita 

de solubilitate a acestuia). Rezultatele arată că dependenţa vitezei iniţiale de hidrofobicitatea 

mediului, exprimată prin logP poate fi împărţită în două zone  distincte: până la valoarea logP = -

1.30 are loc o scădere a activităţii catalazei, iar la valori mai mari de -1.30 se observă o creştere a 

activităţii catalazei. Pentru alcoolii multihidroxilici (etilenglicol şi glicerină) şi alcoolii 

monohidroxilici cu lanţ scurt (metanol, etanol) activitatea catalazei scade cu hidrofobicitatea 

solventului, în timp ce pentru alcoolii monohidroxilici cu lanţ hidrocarbonat mai mare (1-

propanol, 2-propanol, 1-butanol), are loc o creştere a activităţii cu hidrofobicitatea solventului. 

Comparând aceste rezultate cu cele obţinute în cazul efectului constantei dielectrice, se 

poate spune că pentru alcoolii care solvatează preponderent dielectric, activitatea enzimatică 

scade cu logP, în timp ce pentru alcoolii pentru care s-au evidenţiat şi efecte de solvatare 

specifică, activittaea catalazei creşte cu hidrofobicitatea solventului. 

Datele de literatură arată că numărul de grupări hidroxil, în special în cazul alcoolilor 

polihidroxilici, are un efect semnificativ asupra stabilităţii şi activităţii unor enzime [134]. Pentru 

toate amestecurile apa-alcool utilizate, a fost calculată concentraţia de grupări hidroxil [OH] din 

datele de densitate [135] şi fracţiile molare corespunzătoare. S-a observat că viteza iniţială de 

reacţie creşte cu concentraţia grupărilor hidroxil pentru toţi solvenţii. 

Pentru alcoolii primari (metanol, etanol şi 1-propanol) variaţia este aproximativ liniară, 

cu pante de aproximativ 10
-7

 s
-1

. Pentru alcoolii polihidroxilici (etilenglicol şi glicerină), variaţia 

este tot liniară, dar pantele sunt aproximativ de 10 ori mai mici decât în cazul alcoolilor 

monohidroxilici, iar în cazul 2-propanolului variaţia nu este liniară. Se poate spune că cel mai 

important efect asupra activităţii catalazei îl au grupările hidroxil primare ale alcoolilor. 

Deoarece rezultatele obţinute pentru fiecare parametru al solventului în parte nu au dus la 

o concluzie clară în ceea ce priveşte ponderea pe care o au diferitele proprietăţi fizice ale 

solventului asupra parametrilor cinetici ai reacţiei de descompunere a apei oxigenate în prezenţa 

catalazei, s-a trecut la o abordare multiliniară, în care se consideră efectul cumulat al mai multor 

proprietăţi. Datele de literatură arată că se pot utiliza numeroase proprietăţi fizice şi empirice ale 

solvenţilor pentru analiza multivariată a comportării unei reacţii chimice în solvenţi organici 

[136]. Pentru o abordare cât mai raţională şi corectă, trebuie ales un set cuprinzând un număr mic 

de parametri reprezentativi, care să fie independenţi unul faţă de celălalt. 
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Există mai multe seturi de parametri ce au fost utilizaţi în literatură. Dintre acestea, o 

abordare utilizată frecvent în cinetica chimică [137, 138] cuprinde un set de patru parametri 

caracteristici, dintre care doi caracterizează interacţiile nespecifice, iar doi interacţiile specifice 

solvent-solut. Ecuaţia dependenţei multiliniare descrie variaţia vitezei de reacţie sau a 

constantelor individuale de viteză cu acest set de patru parametri şi este de forma: 

bBeEpPyYAA 0            (II.1.15) 

unde A este variabila dependentă (viteza iniţială de reacţie sau constanta de viteză), A0 valoarea 

variabilei dependente în mediul de referinţă, Y şi P sunt proprietăţi nespecifice ale solventului 

care măsoară solvatarea electrostatică, E şi B proprietăţi specifice ale solventului care măsoară 

aciditatea şi bazicitatea Lewis (solvatarea electrofilă şi nucleofilă) iar y, p, e şi b sunt coeficienţii 

de regresie care măsoară sensitivitatea răspunsului variabilei dependente  la cele patru variabile 

independente [136].  

În cazul reacţiei studiate au fost aleşi ca descriptori ai solventului următoarele proprietăţi: 

funcţia Kirkwood (D-1)/(2D+1) pentru Y, polarizabilitatea α pentru P, parametrul Kamlet – Taft 

β pentru E şi numărul lui Kosower Z pentru B; cu aceşti descriptori, ecuaţia (II.1.14) devine: 

Zbβeαp
D

D
yAA

12

1
0

         (II.1.16) 

A fost utilizată această ecuaţie pentru fiecare amestec apă alcool, la diferite proporţii ale 

alcoolului. Se observă că există corelaţii foarte bune în cazul amestecurilor de apă cu metanol, 

etanol, 1-propanol; coeficientul de determinare r
2
 scade uşor în cazul amestecurilor cu 2-

propanol şi etilenglicol, iar în cazul glicerinei se obţin coeficienţi de determinare foarte mici. 

Pentru a vedea efectul acestor descriptori globali, asupra tuturor amestecurilor, viteza iniţială şi 

constantele de viteză k2 şi k3 au fost estimate la o singură fracţie molară de solvent (xS = 0,06). 

Se observă că sensitivitatea vitezei iniţiale de reacţie este de acelaşi ordin de mărime în 

raport cu parametrul Kirkwood, α, şi β, dar mai mică în raport cu Z. Viteza iniţială creşte cu 

variaţia tuturor descriptorilor, cu excepţia (D-1)/(2D+1). Deoarece viteza iniţială nu ia în 

considerare şi inactivarea enzimei, aceeaşi corelaţie este de aşteptat şi în cazul constantei k2. 

Rezultatele prezentate în tabelul (II.1.5) sugerează că valoarea constantei de viteză k2 este 

influenţată majoritar de (D-1)/(2D+1) şi α şi creşte cu creşterea valorii tuturor descriptorilor. În 

ceea ce priveşte constanta de inactivare k3, corelaţia este slabă. 

 

II.1.b. Influenţa pH-ului şi a tăriei ionice asupra cineticii descompunerii apei 

oxigenate în prezenţa catalazei 
In acest capitol este prezentat studiul cinetic privind descompunerea apei oxigenate în 

prezenţa catalazei la tării ionice cuprinse între 0.002M şi 0.1M şi pH între 4 şi 11. Tăria ionică a 

fost modificată prin utilizarea de concentraţii diferite de tampon citrat, tampon fosfat şi tampon 

carbonat. S-a observat că la toate tăriile ionice studiate, activitatea catalazei nu variază foarte 

mult cu pH-ul, cu excepţia pH-ului extrem acid.Vitezele iniţiale de reacţie, calculate conform 

ecuaţiei (II.1.3) sunt prezentate în figura (II.1.25.). 
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Figura II.1.25. Variaţia vitezei iniţiale de reacţie cu pH-ul şi tăria ionică a mediului 

 

Se observă că există o variaţie sub formă de clopot a vitezei iniţiale de reacţie cu pH-ul 

mediului; în ceea ce priveşte tăria ionică, nu există o dependenţă bine definită. 

 Pentru pH = 6 au fost utilizate două soluţii tampon diferite (acid citric-fosfat disodic şi 

fosfat monosodic-fosfat disodic) pentru a vedea dacă şi componenţii tamponului au o influenţă 

asupra activităţii catalazei. S-a observat că pentru tării ionice mici valorile vitezei de reacţie nu 

depind semnificativ de prezenţa tamponului şi de natura acestuia. Estimarea constantelor 

individuale de viteză a fost făcută pe baza modelului cinetic (II.1.6), utilizând rezolvarea 

sistemului de ecuaţii diferenţiale ce descrie evoluţia în timp a sistemului (II.1.8). Pentru pH-uri 

medii, nu există o variaţie semnificativă cu tăria ionică a tamponului utilizat. Pentru pH 4, la tării 

ionice extreme, se obţin valori mici ale constantei de viteză k2. În ceea ce priveşte variaţia 

constantei de inactivare k3 cu tăria ionică a mediului, şi în acest caz se observă că valorile cele 

mai mici se găsesc pe intervalul de pH mediu (6-8). La pH acid (4) şi tării ionice mari, catalaza 

se inactivează foarte mult, datorită denaturării [139]. 

 

II.1.c. Efectul unor aditivi asupra stabilităţii termice a catalazei 

O modalitate simplă de a stabiliza enzimele împotriva inactivării termice este adăugarea 

în mediul de reacţie a unor substanţe simple: săruri, polioli, glucide, alţi compuşi organici 

[111,126, 144]. De aceea, s-a încercat estimarea constantelor de inactivare termică pentru reacţia 

de descompunere a apei oxigenate în prezenţa catalazei în condiţiile în care în mediul de reacţie 

au fost prezenţi diferiţi aditivi. Aceştia au fost: etanolul, etilenglicolul, glicerina şi zaharoza. 

[134,146 - 148]. Termoinactivarea catalazei a fost studiată în două tipuri de condiţii: în prezenţa 

substratului, prin măsurarea cantităţii de apă oxigenată consumată în timp la diferite temperaturi 

cuprinse în intervalul 30-60
o
C, sau prin incubarea enzimei în absenţa substratului la diferite 

temperaturi şi pentru diferiţi timpi şi efectuarea de măsurători cinetice la temperatura camerei, 

după diferiţi timpi de incubare [154]. De asemenea, pentru experimentele realizate în mediu apos 

fără aditivi , au fost făcute şi măsurători la concentraţie constantă de apă oxigenată şi concentraţii 

variabile de enzimă 10
-7

-10
-6

M (în proteină) şi mai multe temperaturi situate în intervalul 30-
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55
o
C. Aceste măsurători au fost necesare pentru aplicarea metodei izoconversionale [148] pentru 

estimarea constantelor globale de inactivare. 

Vitezele iniţiale de reacţie, calculate conform ecuaţiei (II.1.3) şi prezentate în figura 

(II.1.42.) corespunzătoare termoinactivării catalazei în prezenţa substratului, prezintă un maxim 

la valoarea de 40
o
C pentru apă şi amestecurile apă-etilenglicol şi glicerină, 43

o
C pentru 

amestecul apă-NaCl şi 45
o
C pentru amestecul apă-zaharoză. 
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Figura II.1.42. Variaţia vitezelor iniţiale de reacţie cu temperatura 

 

În prezenţa NaCl sau a zaharozei, vitezele iniţiale sunt mai mici decât în celelalte medii la 

temperaturi sub 45
o
C. La temperaturi mai mari în prezenţa zaharozei şi a glicerinei, 

termoinactivarea este mai puţin vizibilă.Ţinând cont că determinările s-au făcut la temperaturi 

diferite, toate constantele cinetice corespunzătoare modelului cinetic (II.1.6) variază cu aceasta. 

S-a utilizat metoda de estimare a tuturor constantelor de viteză prin rezolvarea sistemului de 

ecuaţii diferenţiale (II.1.8). Pentru mediul apos rezultatele sunt prezentate în figura (II.1.43.). 
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Figura II.1.43. Variaţia constantelor de viteză cu temperatura în mediu apos. 

 

Se observă în figura (II.1.43.) că cea mai mare variaţie o prezintă constanta de inactivare k3. 

Pentru fiecare din etape s-au estimat energiile de activare din panta dependenţei ln(ki) = f(1/T). 

Rezultatele indică faptul că inactivarea termică este un proces lent şi de probabilitate mică, 
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energia sa de activare fiind de aproximativ 50 de ori mai mare decât energiile de activare ale 

celorlalte două etape. 

O metodă utilă dar calitativă de a determina dacă o enzimă suferă un proces de inactivare, 

este metoda Selwyn [149], care implică efectuarea a mai multor seturi cinetice, la concentraţii 

iniţiale diferite de enzimă şi aceeaşi concentraţie de substrat. Pe baza acestei metode s-a propus 

utilizarea unei metode izoconversionale [148] pentru estimarea constantelor de inactivare. S-au 

făcut determinări cinetice în mediu apos la mai multe temperaturi pe intervalul 35-55 
0
C, 

utilizând mai multe concentraţii de enzimă pe intervalul 1 10
-7

–1 10
-6

 M. 

Pentru fiecare din temperaturi s-a evidenţiat apariţia fenomenului de inactivare din 

dependenţa [S]=f ([E]0·t). S-a observat că la creşterea temperaturii, inactivarea devine mai 

importantă, aşa cum se vede din figurile (II.1.47.) şi (II.1.48.). 
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Figura II.1.47. Curba Selwyn pentru apă la 55

o
C                          Figura II.1.48. Curba Selwyn pentru apă la 35

o
C 

 

Odată ce procesul de inactivare a fost pus în evidenţă, din curbele [S]=f(timp), au fost 

determinaţi timpii de reacţie corespunazatori unei concentraţii fixe de substrat la diferite valori 

[E]0, precum şi derivatele în punctul respectiv. Aceasta s-a făcut prin fitarea unei funcţii de 

forma ecuaţiei (II.1.1) pe datele experimentale, urmată de interpolare şi derivare numerică în 

punctul respectiv.  

 Pentru o inactivare globală de ordinul I, derivatele (d[S]/dt)i
 
pentru o valoare fixă a [S] 

depind de timpii izoconversionali şi, conform ecuaţiei (II.1.16): 

                                                                            (II.1.16) 

Din această ecuaţie, constanta globală de inactivare kin poate fi estimată prin regresie 

liniară pe ecuaţia (II.1.17):  

 

când panta obţinută este egală cu constanta de inactivare. Rezultatele obţinute sunt prezentate în 

figura (II.1.49.). Se observă că, valorile obţinute sunt de acelaşi ordin de mărime pentru 

temperaturi de până la 45
o
C, la temperatura de 55

o
C existând abateri semnificative, ce pot fi puse 

pe seama erorilor apărute în cazul estimării pe baza modelului cinetic, unde numărul de 

parametri estimaţi este destul de mare. 

 

 

 

 



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 

Cinetica inactivării enzimatice modulată de aditivi 

16 

 

305 310 315 320 325 330

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

 metoda izoconversionala

 estimare din modelul (II.1.6)

k
3
/s

-1

T/K

 
Figura II.1.49. Valori comparative ale constantelor de inactivare în mediu apos 

 

  Energia de activare corespunzătoare inactivării a fost estimată din dependenţa 

ln(kin) = f(1/T) şi este de 136 kJ/mol, similară celei obţinute în cazul estimatelor din modelul 

cinetic (II.1.6).  

 

Termoinactivarea în absenţa substratului 
Au fost calculate vitezele iniţiale de reacţie conform ecuaţiei (II.1.3), ţinând cont că 

acestea depind atât de natura aditivului, de timpul de incubare, şi de temperatură. Au fost 

calculate vitezele relative de reacţie conform ecuaţiei:  

              (II.1.18) 

unde  este viteza iniţială de reacţie după un anumit timp de incubare tin şi  este 

viteza iniţială de reacţie corespunzătoare timpului iniţial (înaintea incubării). Variaţia vitezelor 

iniţiale relative arată că gradul de inactivare creşte cu temperatura pentru toţi aditivii utilizaţi. 

Dacă se compară valorile relative pentru mediile cu aditivi la fiecare temperatură, se poate spune 

că adăugarea de NaCl sau etilenglicol nu are nici un efect asupra stabilizării termice a enzimei, în 

timp ce glicerina şi zaharoza au efect de termostabilizare. Odată cu creşterea temperaturii, peste 

temperatura la care activitatea catalazei este optimă, se observă un efect de inactivare al 

etilenglicolului, în timp ce glicerina şi zaharoza protejează enzima împotriva inactivării termice  

Pentru a afla modelul cinetic adecvat termoinactivării catalazei, ecuaţiile cinetice 

caracteristice unor modele des întâlnite în literatură [142,150], au fost fitate pe datele viteză 

iniţială relativă în funcţie de timpul de incubare. Modelele au fost alese pe baza observaţiei că 

datele obţinute de noi arată o scădere exponenţială, caracteristica unor procese de ordinul I; 

modelele alese sunt prezentate în tabelul (II.1. 9.). Au fost selectate trei modele: un model de 

ordinul I cu formare de enzimă total inactivă (D), un model de ordinul I cu formarea unei specii 

parţial active (E
*
) şi un model în care formarea enzimei inactive are loc în două etape succesive 

de ordinul I. (k1 este constanta cinetică a primei etape de inactivare, k2 este constanta cinetică a 

celei de-a două etape de inactivare, iar β
*
 reprezintă activitatea parţială iniţială a enzimei active). 

 

 
Tabelul II.1.9. Modele de termoinactivare şi ecuaţiile cinetice caracteristice 
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Model cinetic 
Ecuatie cinetică 

E→D 

(inactivare totală) 

)exp( 1 tkvrel
R                                                        

(II.1.19) 

E→E
* 

(inactivare 

partială) 

*
1

* )exp()1( tkvrel
R                                

(II.1.20) 

E→E
*
→D 

(inactivare 

succesivă) 

))exp()(exp()exp( 12
12

1*
1 tktk

kk

k
tkvrel

R   

(II.1.21) 

 

Estimarea parametrilor cinetici corespunzători procesului de termoinactivare a fost făcută 

prin regresie neliniară, iar pentru discriminarea între modelele cinetice au fost considerate atât 

criterii statistice, cât şi restricţii fizice. Între criteriile statistice au fost incluse intervalul de 

confidenţă a parametrilor estimaţi şi calitatea fitarii dată de coeficientul de corelaţie ajustat 

(R
2

adj), suma pătratelor reziduurilor (SS) şi distribuţia acestora. A fost de asemenea inclusă şi 

valoarea testului Fischer (F) astfel încât valorile să fie cât mai mari şi peste valoarea critică 

corespunzătoare numărului de puncte experimentale şi numărului de parametri din modelul 

considerat. Restricţiile fizice au inclus obţinerea unor parametri pozitivi şi care să nu depăşească 

valoarea limită maximă corespunzătoare teoriei complexului activat. În funcţie de aditivul 

adăugat, cel mai potrivit model obţinut este cel cu inactivare parţială a enzimei în apă şi în 

prezenţa NaCl sau a zaharozei, modelul cu inactivare totală în cazul în care aditivul a fost 

etilenglicolul şi modelul de inactivare succesivă în cazul utilizării glicerinei. 

În figura (II.1.55.) sunt reprezentaţi timpii de înjumătăţire relativi, calculaţi ca raport între 

timpii de înjumătăţire în prezenţa aditivilor şi cei obţinuţi în mediu apos. Se observă că la 30
o
C 

fiecare aditiv utilizat duce la stabilizarea catalazei, la 45
o
C doar etilenglicolul duce la inactivarea 

suplimentară a enzimei, iar la 60
o
C, cel mai bun termostabilizator este zaharoza. 
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Figura II.1.55. Timpii relativi de înjumătăţire în prezenţa aditivilor 

Pentru a caracteriza capacitatea globală de termostabilizare a aditivilor, s-au estimat de 

asmenea şi energiile de activare corespunzătoare inactivării prin regresie liniară pe ecuaţia:  
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                     (II.1.23) 

Rezultatele, prezentate în tabelul (II.1.11), arată că cei mai buni stabilizatori sunt 

glicerina şi zaharoza.   

 
Tabelul II.1.11. Energiile de activare în prezenţa aditivilor 

Aditiv Ea(kJ/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 

 

II.2.a. Utilizarea metodei izoconversionale pentru identificarea inactivării peroxidazei 

II.2.a1. Oxidarea capsaicinei 

Pentru oxidarea capsaicinei a fost utilizată tot metoda spectrofotometrică; a fost utilizat 

un extract alcoolic de capsaicină obţinut dintr-o specie de ardei iute (Capsicum). Au fost 

înregistrate spectrele de absorbţie UV-VIS şi a fost aleasă ca lungime de undă pentru măsurători 

cantitative λ=262nm, unde absorb produşii de reacţie. Pentru a vedea dacă enzima este inactivată 

în timpul procesului catalitic, s-a realizat o reprezentare Selwyn care a indicat existenţa 

inactivării. În continuare s-a utilizat metoda izoconversională şi au fost calculaţi timpii 

corespunzători absorbanţei A=1.8 şi derivatele corespunzătoare dA/dt; din reprezentarea grafică  

ln[(dA/dt)i·1/[E]0,i] = f(ti) figura (II.2.3.) a fost determinată constanta de inactivare egală cu 

(2.87±0.16) 10
-3

 s
-1

. 
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ln[(dA/dt)
i
•1/[E]

0,i
]

timpul izoconversional/s

Equation y = a + b*

Adj. R-Squar 0.98721

Value Standard Erro

E Intercept 13.4909 0.16883

E Slope -0.0028 1.63273E-4

 
Figura II.2.3. Estimarea constantei de inactivare la oxidarea capsaicinei 

II.2.a2. Oxidarea guaiacolului 

Pentru oxidarea guaiacolului a fost utilizată tot metoda spectrofotometrică. S-a confirmat 

inactivarea peroxidazei utilizand o reprezentare Selwyn şi s-a utilizat în continuare metoda 
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izoconversională. Dependenţa ln[(d[P]/dt)i 1/[E]0,i]=f(ti) este liniară, iar constanta de 

inactivare medie este de (9.22±0.28) 10
-4

 s
-1

. 

II.2.a3. Oxidarea catechinei 

Printr-un procedeu similar s-a determinat constanta medie de inactivare cu valoarea de 

(2.32±1.28)·10
-5

 s
-1

. 

II.a4. Oxidarea quercetinei 

Reacţia de oxidare a quercetinei a fost urmărită atât în etanol, cât şi în metanol pentru a vedea 

dacă solventul are o influenţă semnificativă asupra inactivării peroxidazei. Valorile constantelor 

de inactivare obţinute în metanol sunt mai mari decât cele obţinute în etanol. 

 

II.2.b. Stabilitatea şi inactivarea peroxidazei din hrean în prezenţa quercetinei şi a apei 

oxigenate 

Identificarea produşilor de reacţie pentru autooxidare şi oxidare enzimatică a quercetinei a fost 

realizată în timpul unui stagiu de pregătire la Mediteranean Agronomic Institute of 

Chania(M.A.I.C.H), în cadrul departamentului “ Food Quality and Chemistry of Natural 

Products” sub indrumarea Dr. Panagiotis Kefalas. Folosind tehnicile cromatografice: LC-MS şi 

HPLC a fost urmarită reacţia de autooxidare şi de oxidare enzimatică (în prezenţa si în absenţa 

apei oxigenate) a unor soluţii etanolice de quercetină în prezenţa tamponului fosfat. În tabelul 

(II.2.3) sunt prezentaţi compuşii identificaţi. Rezultatele tehnicilor utilizate indică faptul că 

produşii formaţi în urma autooxidării şi oxidării sunt similari, dar mecanismul reacţiei diferă în 

funcţie de agentul oxidant folosit [164, 168]. 

Tabel II.2.3. Compuşii identificaţi prin analiza LC-MS pentru oxidarea enzimatică a quercetinei în prezenţa şi 

absenţa apei oxigenate 

 

 

 

Oxidarea enzimatică conduce la ruperea scheletului flavonoic rezultând acizii catechuic şi 

galic şi de asemenea dimeri şi trimeri.  

 

Cinetica oxidării quercetinei 

Folosind o metoda spectrofotometrică a fost urmărită reacţia de oxidare a quercetinei cu 

diferiţi agenţi oxidanţi (oxigen, apă oxigenată) atât în absenţa cât şi în prezenţa (HRP). În 
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absenţa enzimei a fost urmărită autooxidarea (oxidarea cu oxigenul dizolvat în apă) şi oxidarea 

cu apă oxigenată. Oxidarea enzimatică a fost realizată în prezenţa apei oxigenate şi a HRP. 

Pentru a vedea influenţa pe care o are mediul de reacţie, măsuratorile au fost efectuate în mai 

multe medii: apă, soluţii tampon, în prezenţa de surfactanti (Brij-neionic, HDPC-clorura de 

hexadecilpiridina-cationic, APG-alchilpoliglucozid) şi alcooli (metanol şi etanol). În cazul 

investigării autooxidării soluţiei de quercetină dizolvată în surfactanţii Brij sau HDPC, s-au 

observat două picuri la lungimile de undă 260 nm şi 375 nm Brij, respectiv 389 nm HDPC, 

caracteristice quercetinei. Analiza spectrelor a condus la concluzia ca reacţia de autooxidare 

poate fi neglijată în raport cu reacţiile de oxidare în prezenţa unor agenţi oxidanţi şi a 

surfactantilor. 

În toate mediile utilizate, quercetina este oxidată, fenomen evidenţiat prin scăderea 

maximelor de absorbţie corespunzătoare lungimilor de undă 270 nm şi 390 nm. De asemenea, se 

observă în toţi solvenţii, cu excepţia etanolului o creştere a absorbanţei la λ = 320 nm, creştere 

atribuită formării produşilor de reacţie, dintre care heterodimerul este majoritar. Ţinând cont că 

la toate maximele de absorbţie există mai mult de un compus care absoarbe, analiza cinetică s-a 

realizat pe viteze iniţiale de reacţie la λ= 370 nm lungime de unda unde absoarbe majoritar 

quercetina, sau la λ= 330 nm [167], unde se formează dimerii. Pentru lungimea de undă 

corespunzătoare maximului de absorbţie al benzii III (λ= 370 nm) s-au realizat curbe de calibrare 

pentru diluţii succesive de quercetină. Pentru calculul vitezelor iniţiale de reacţie s-au utilizat 

numai absorbanţele obţinute la 370 nm şi la 320 nm, utilizându-se absorbanţele ca atare; pentru o 

analiză calitativă comparativă s-a utilizat ecuaţia (II.2.1), urmată de calculul derivatelor în 

punctul t = 0 [ecuaţia (II.2.2)]. 

  

 

Vitezele iniţiale obţinute sunt prezentate în tabelul II.2.5. Se observă că viteza de 

autooxidare este mai mare în medii alcoolice şi creşte cu creşterea pH-ului tamponului adăugat. 

În ceea ce priveşte formarea dimerilor, a fost observată aceeaşi ordine. 

 
Tabelul II.2.5. Viteze iniţiale la autooxidarea quercetinei în diferite medii 

Mediu de reactie vR
0
 10

8
/Ms

-1
 

apa fara O2 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 oxidării chimice şi enzimatice a quercetinei cu apa oxigenată, s-au utilizat în 

continuare numai soluţii alcoolice, datorită solubilităţii mai mari a quercetinei în aceste medii, la 

care s-au adăugat soluţiile tampon realizate in apă. 
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Oxidarea quercetinei cu apă oxigenată 
Soluţiile etanolice şi metanolice de quercetină au fost oxidate cu apă oxigenată în 

prezenţa tamponului fosfat pH 8. Oxidarea a fost urmărită spectrofotometric prin înregistrarea 

unor spectre consecutive în timp, pe domeniul 250-450 nm. Datele sunt prezentate în figura 

(II.2.40.). 

 

 
 

Figura II.2.40. Vitezele iniţiale de reacţie la oxidarea quercetinei cu H2O2 în mediu alcoolic 

 

Influenţa concentraţiei reactanţilor asupra oxidării quercetinei cu apă oxigenată 

Pentru a vedea influenţa concentraţiei reactanţilor şi determinarea ordinelor parţiale de 

reacţie, s-au făcut determinări în metanol utilizând metoda izolării. Din spectrele consecutive au 

fost calculate concentraţiile de quercetină rămasă nereacţionată. Au fost determinate ordinele 

parţiale de reacţie, obţinându-se ordinul I în raport cu quercetina şi ordinul 0 în raport cu apa 

oxigenată. Din aspectul curbelor absorbanţă de dimeri în timp, se poate spune că la concentraţii 

mari ale reactanţilor, dimerii se acumulează până la o anumită concentraţie, după care are loc o 

transformare a acestora în acizi benzoici, dintre care au fost identificaţi acidul galic şi acidul 

protocatechuic. 

Oxidarea quercetinei cu apa oxigenată în prezenţa peroxidazei  

S-a urmărit cinetica oxidării quercetinei cu apa oxigenată în prezenţa peroxidazei printr-o 

metodă spectrofotometrică, înregistrând spectre succesive în timp. S-au făcut determinări, în care 

s-au variat pe rând concentraţia de enzimă, apă oxigenată şi quercetină, menţinând celelalte 

concentraţii constante şi modificând mediul de reacţie prin solubilizarea quercetinei în metanol, 

etanol, utilizarea de soluţii tampon de diferite pH-uri sau prin adăugarea de surfactanţi. S-au 

obţinut următoarele valori pentru ordinele parţiale de reacţie: αQu=1, αH2O2=0.35, αHRP=0.11. 

Pentru apa oxigenată şi peroxidaza, coeficienţii de determinare sunt foarte mici, indicând faptul 

că reacţia urmărită nu este o reacţie simplă, lucru confirmat şi de celelalte date cinetice şi de 

analizele cromatografice făcute pentru identificarea produşilor. 

 

II.2.c. Stabilitatea şi inactivarea peroxidazei din hrean în prezenţa catechinei şi a apei 

oxigenate 

Identificarea produşilor de reacţie pentru autooxidarea şi oxidarea enzimatică a catechinei 

a fost realizată în condiţii similare cu cele discutate în cazul quercetinei.  A fost urmărită reacţia 

de autooxidare şi oxidare enzimatică (în prezenţa şi absenţa apei oxigenate) a unor soluţii 

etanolice de catechină în prezenţa tamponului fosfat. În urma analizelor făcute au fost identificaţi 
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ca produşi de reacţie dimeri ai catechinei (dihidrocatechina A şi B) cu structuri şi proprietăţi 

asemănătoare.  

Cinetica oxidării catechinei 

Oxidarea catechinei a fost urmărită printr-o metodă spectrofotometrică, în diferite condiţii 

(mediu apos sau alcoolic în absenţa şi prezenţa tamponului). S-a studiat atât oxidarea cu oxigen 

atmosferic (autooxidarea), cât şi oxidarea enzimatică în prezenţa peroxidazei utilizând ca agent 

oxidant apa oxigenată. S-a urmărit cinetica autooxidării catechinei în mediu apos sau la pH acid  

şi neutru. 

Absorbanţele caracteristice catechinei şi produşilor rezultaţi în urma reacţiei sale de 

autooxidare prezintă o deplasare batocromă cu creşterea pH-ului. Din absorbanţele caracteristice 

lungimii de undă corespunzătoare dimerilor, au fost calculate concentraţiile acestora. Dimerii 

formaţi suferă în timp alte reacţii care duc la scăderea absorbanţei în timp. Folosind porţiunea 

iniţială liniară a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t) s-au estimat vitezele iniţiale de reacţie pentru 

autooxidarea soluţiei etanolice de catechină la diferite pH-uri. În figura II.2.94 este prezentată 

variaţia vitezei iniţiale de reacţie cu pH –ul pentru reacţia de autooxidare a soluţiei etanolice de 

catechină. 
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Figura II.2.94. Variaţia vitezei iniţiale de reacţie cu pH –ul soluţiei tampon adăugate pentru reacţia de 

autooxidare a soluţiei etanolice de catechină 

 

Oxidarea enzimatică a catechinei 
Oxidarea enzimatică a catechinei a fost urmărită spectrofotometric. S-au realizat determinări 

experimentale în mai multe condiţii: varierea concentraţiei de catechină şi păstrarea 

concentraţiilor de apă oxigenată şi enzima constantă, varierea concentraţiei de apă oxigenată şi 

păstrarea concentraţiei de enzimă şi de catechină constante, varierea concentraţiei de enzimă şi 

păstrarea concentraţilor de catechină şi apă oxigenată constante. S-au înregistrat spectre 

succesive UV-VIS la intervale convenabile de timp, pe intervalul 200-800 nm, timp de 800 - 

2000 secunde. 

Influenţa concentraţiei de catechină 

Folosind porţiunea liniară a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t), au fost estimate vitezele iniţiale de 

reacţie pentru diferite concentraţii iniţiale de catechină. Acestea au fost trecute in Tabelul 

(II.2.7). 
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Tabel II.2.7.  Variaţia vitezeor iniţiale de reacţie cu concentraţia de catechină  

[Catechină]/M (Ms
-1

) 

5.00 10
-5

 (2.68±0.15) 

7.50 10
-5

 (4.40±0.39) 

1.25 10
-4

 (9.25±0.78) 
 

Valorile sunt mai mari decât cele obţinute pentru autooxidare, iar din graficul ln (vR
0
) = f (ln 

([Dimeri]) a fost determinat ordinul parţial de reacţie în raport cu catechina, obţinându-se o 

valoare de 1.35±0.06, cu un coeficient de determinare de 0.9978. 

Influenţa concentraţiei de apă oxigenată 

Rezultatele obţinute utilizând un procedeu similar sunt trecute în Tabelul (II.2.8). 

 
Tabel II.2.8 Variaţia vitezelor de reacţie cu concentraţia de apă oxigenată  

[H202]10
5
/M (Ms

-1
) 

5.5 (6.11±0.33) 

6.0 (7.69±0.32) 

7.3 (7.85±0.45) 

8.0 (5.44±0.23) 

 

Valorile sunt mai mari decât cele obţinute pentru autooxidare; la creşterea concentraţiei 

de apă oxigenată peste 7·10
-5 

M apare o scădere a vitezei iniţiale de reacţie care poate fi atribuită 

inactivării peroxidazei. Din graficul ln (vR
0
) = f (ln ([Dimeri]) a fost determinat ordinul parţial de 

reacţie în raport cu apa oxigenată, obţinându-se o valoare de 1.01±0.25, cu un coeficient de 

determinare de 0.9678. 

Influenţa concentraţiei de enzimă 

S-a folosit un procedeu similar cazurilor prezentate mai sus şi s-a calculat concentraţia de 

dimeri pentru cazul în care concentraţia de enzimă a fost variată iar restul componentelor au fost 

păstrate constante. Folosind porţiunea liniară a curbelor cinetice [Dimeri] = f(t), au fost estimate 

vitezele iniţiale de reacţie. 

 
Tabel II.2.9. Variaţia vitezelor iniţiale de reacţie cu concentraţia de enzimă 

[HRP]10
9
/M (Ms

-1
) 

6.75 (8.41±0.75) 

7.89 (9.63±0.12) 

11.5 (13.8±1.20) 

14.1 (9.97±0.96) 

 

Valorile sunt mai mari decât cele obţinute pentru autooxidare; la creşterea concentraţiei de 

apă oxigenată peste 10
-8

M apare o uşoară scădere a vitezei iniţiale de reacţie care poate fi 

atribuită inactivării peroxidazei. Din graficul ln(vR
0
) = f(ln([Dimeri]) a fost determinat ordinul 

parţial de reacţie în raport cu peroxidaza, obţinându-se o valoare de 0.98±0.12, cu un coeficient 

de determinare de 0.9997. 
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Influenţa pH-ului mediului 

S-a oxidat enzimatic, în prezenţa apei oxigenate şi a soluţiilor tampon cu valori diferite de 

pH, soluţia etanolică de caetchină. Soluţiile tampon folosite au fost: tampon fosfat monosodic- 

fosfat disodic pH 7.2 şi 8, carbonat de sodiu- bicarbonat de sodiu pH 9.9. Din seturile de date în 

care s-a variat pH-ul, s-au extras valorile absorbanţelor pentru lungimea de undă: λ =440 nm şi s-

au calculat concentraţiile dimerilor. Din porţiunea iniţială a curbelor cinetice [Dimeri] în funcţie 

de timp s-au estimat vitezele iniţiale de reacţie. 
 

Tabelul II.2.10. Variaţia vitezei de reacţie cu pH-ul 

pH (Ms
-1

) 

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 observă din figura (II.2.103.) că vitezele de formare ale dimerilor în oxidarea enzimatică a 

catechinei sunt mai mari decât vitezele de autooxidare. 

 

 
 

Figura II.2.103.  Vitezele iniţiale cu variaţia pH-ului la autooxidarea şi oxidarea enzimatică a catechinei 

 

La pH-uri apropiate de pH-ul optim al peroxidazei, viteza de formare a dimerilor este mai mare, 

dar aceasta catalizează reacţia de oxidare a catechinei chiar şi la pH-uri extreme. 

 

 

Concluzii generale 
În vederea studiului inactivării unor enzime în prezenţa unor aditivi au fost alese două 

oxidoreductaze: catalaza, enzimă cu specificitate mare de substrat, care catalizează 

descompunerea unui substrat simplu - apa oxigenată - şi peroxidaza, enzimă cu specificitate mică 

de substrat, care catalizează oxidarea unui număr mare de compuşi fenolici. 

 

Pentru sistemul model catalază-apă oxigenată s-a studiat efectul mai multor factori 

asupra inactivării şi termoinactivării enzimei: 

 A fost studiat efectul pH-ului şi al tăriei ionice asupra inactivării catalazei. A fost propus 

un model cinetic simplu, care cuprinde o etapă de inactivare de ordinul 1; modelul 

permite o estimare bună a parametrilor implicaţi şi sugerează că influenţa pH-ului se 

datorează inactivării catalazei prin transformarea acesteia într-un complex inactiv, lucru 

0
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evidenţiat prin variaţia constantei de inactivare cu pH-ul. Tăria ionică, datorată 

componenţilor tamponului, are o influenţă asupra activităţii catalazei, în special în cazul 

în care se lucrează la pH-uri extreme. Din compararea datelor obţinute în tampoane cu 

componenţi diferiţi şi în mediu apos netamponat, se poate spune că în apă inactivarea este 

mai scăzută. 

 Efectul solventului (amestecuri binare apă-alcooli) asupra vitezei iniţiale de reacţie şi a 

constantelor de viteză corespunzătoare unui model cinetic simplu cu trei etape au fost 

discutate prin prisma mai multor proprietăţi caracteristice solventului: constanta 

dielectrică, polarizabilitatea, hidrofobicitatea, concentraţia de grupări hidroxil, sau unii 

parametri empirici (de exemplu parametrii Kamlet-Taft şi numărul Kosower). În cazul 

amestecurilor de apă cu metanol, etanol, 1-propanol şi etilen glicol, au fost obţinute 

corelaţii bune şi între ln(vR
0
), ln(k2) şi ln(k3) în funcţie de funcţia Kirkwood, (D-

1)/(2D+1), sugerând astfel că influenţa solventului are o componentă dielectrică 

importantă. Când sunt analizate amestecurile care conţin aceeaşi fracţie molară a 

solventului neapos (de exemplu xS = 0,06), pentru alcoolii multihidroxilici (etilenglicol şi 

glicerină) şi alcoolii monohidroxilici cu lanţ scurt (metanol, etanol), activitatea catalazei 

scade cu hidrofobicitatea solventului, în timp ce pentru alcoolii monohidroxilici cu lanţ 

hidrocarbonat mai mare (1-propanol, 2-propanol, 1-butanol), are loc o creştere a 

activităţii cu hidrofobicitatea solventului. Pe de altă parte, cu cât concentraţia grupărilor 

hidroxil este mai mare, cu atât creşte şi viteza iniţială de reacţie. Prin regresie 

multiliniară, folosind patru parametri ce descriu solventul, (D-1)/(2D+1), 

polarizabilitatea, parametrul Kamlet- Taft şi Kosower,), folosind fracţii molare constante 

ale alcoolilor, s-a demonstrat că vR
0
, k2, şi k3 depind în mod semnificativ de parametrii 

aleşi. 

 S-a investigat cinetica inactivării catalazei în prezenţa şi absenţa apei oxigenate, la 

temperaturi cuprinse între 30 şi 60 
o
C. Reacţia a fost studiată în mediu apos în absenţa şi 

în prezenţa aditivilor ce au efect stabilizator asupra multor enzime: NaCl, 1,2- etandiol, 

1,2,3- propantriol şi zaharoză. Folosind curbele cinetice extinse (concentraţie de substrat 

în funcţie de timp) şi aplicând modele cinetice din literatură pentru incubarea enzimei în 

absenţa substratului şi măsurând descompunerea apei oxigenate la diferiţi timpi de 

incubare s-au estimat parametrii de inactivare: constantă de viteză, timp de înjumătăţire, 

energie de activare. Efectul de stabilizare depinde de temperatura de lucru, zaharoza fiind 

cel mai bun termostabilizator pentru catalază. Datorită atât inactivării termice cât şi 

prezenţei substratului, constanta de viteză de ordin I pentru inactivare este mai mare în 

prezenţa substratului decât în absenţa acestuia. 

 

Pentru sistemul model peroxidază –derivaţi fenolici cu proprietăţi antioxidante, au fost 

studiate efectele câtorva factori asupra inactivării şi stabilităţii enzimei: 

 Pentru studiul inactivării peroxidazei de către apa oxigenată, au fost estimate constantele 

globale de inactivare ale enzimei în reacţia de oxidare a mai multor substraturi fenolice 

din categoria antioxidanţilor (capsaicina, guaicolul, catechina, quercetina) utilizând o 

metodă izoconversională propusă în cadrul laboratorului de cinetică chimică. 

 Pentru toate substraturile utilizate inactivarea este de ordinul I. În cazul capsaicinei, 

quercetinei şi guaiacolului constantele de inactivare globale sunt de acelaşi ordin de 

mărime (10
-3

s
-1

), în timp ce în cazul oxidării catechinei, inactivarea este mult mai lentă 
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(10
-5

s
-1

), ceea ce înseamnă că aceasta are un efect de protecţie a peroxidazei împotriva 

inactivării de către apă oxigenată. 

 A fost studiată reacţia de oxidare a quercetinei în diferite condiţii: autooxidare, oxidare cu 

apă oxigenată în absenţa şi în prezenţa peroxidazei din hrean. Reacţia a fost urmărită atât 

în mediu apos, cât şi în medii apoase tamponate, medii parţial alcoolice şi micelare 

(surfactanţi anionici şi neutri). Identificarea produşilor de reacţie pentru autooxidare, 

oxidare chimică şi enzimatică a quercetinei a fost realizată în timpul unui stagiu de 

pregătire la „ Mediteranean Agronomic Institut of Chania” prin tehnici cromatografice: 

LC-MS şi HPLC. În urma analizelor făcute au fost identificaţi ca produşi de reacţie acizi 

benzoici: acid catechuic şi acid galic, precum şi dimeri ai quercetinei cu structuri şi 

proprietăţi asemănătoare. Produşii formaţi în urma autooxidării şi oxidării quercetinei 

sunt aceiaşi, dar cantitatea obţinută diferă în funcţie de agentul oxidant folosit. În cazul 

autooxidării soluţiei de quercetină în prezenţa metanolului şi tamponului fosfat este 

favorizată producerea acizilor benzoici, iar în cazul oxidării enzimatice este favorizată 

producerea dimerului. Peroxidaza este inactivată în prezenţa concentraţiilor mari de apă 

oxigenată, comportament întâlnit şi în cazul altor substraturi. 

 A fost studiată reacţia de oxidare a catechinei în diferite condiţii: autooxidare şi oxidare 

cu apa oxigenată în prezenţa peroxidazei din hrean. Reacţia a fost urmărită atât în mediu 

apos, cât şi în medii apoase tamponate şi medii parţial alcoolice (metanol sau etanol). 

Identificarea produşilor de reacţie pentru autooxidare şi oxidare enzimatică a catechinei a 

fost realizată în timpul unui stagiu de pregătire la „ Mediteranean Agronomic Institut of 

Chania” prin tehnici cromatografice: LC-MS şi HPLC. În urma analizelor făcute au fost 

identificaţi ca produşi de reacţie dimeri ai catechinei (dihidrocatechina A şi B) cu 

structuri şi proprietăţi asemănătoare. A fost obţinut amestecul de dimeri, dar nu s-a reuşit 

separarea acestora. Din analiza spectrelor de absorbţie, au fost alese pentru analiza 

cinetică maximele corespunzătoare absorbţiei dimerilor. În cazul oxidării enzimatice este 

favorizată formarea dimerilor, chiar la pH-uri extreme. Datele obţinute sunt susţinute de 

alte date de literatură şi confirmă un mecanism de oxidare în care catechina formează 

dimeri, iar ca intermediari de reacţie se formează semichinone. 
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