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Introducere

Fructele si legumele prezintd o importantd deosebitd in ceea ce priveste nutrifia si
calitatea functionald a produselor in stare proaspata sau procesate, prin furnizarea de
biomolecule esentiale cum ar fi vitamine, minerale si fibre. Produsele vegetale contin o mare
varietate de compusi biologic activi (polifenoli, antociani, carotenoide) ca metabolitii secundari,
compusi cunoscuti pentru proprietatile functionale. Cu toate ca majoritatea fructelor gi legumelor
sunt consumate in stare proaspata, acestea sunt consumate, de asemenea, si procesate. Din
punct de vedere industrial, procesarea implica optimizarea parametrilor pentru a obtine produse
de calitate superioara prin indeplinirea conditiilor de siguranta alimentara (Pilizota, 2014).

Enzimele prezinta o importanta deosebita in biocataliza reactiilor biochimice in aproape
toate procesele biologice. Datorita specificitatii de substrat, enzimele pot accelera o varietate
mare de reactii, identificAndu-se astfel diferite cai de reactie. in fructe si legume, enzimele joaca
un rol important in determinarea indicatorilor de calitate, cum ar fi textura, aroma, culoarea,
valoarea nutritiva si proprietatile senzoriale. Dupa recoltare, cele mai multe enzime raman
active n timpul depozitarii, catalizand diferite reactii precum oxidarea compusilor biologic activi,
astfel observandu-se o deteriorare a propietatilor nutritive si calitative ale produselor vegetale.

In industria alimentard, unul dintre cele mai studiate procese este imbrunarea
enzimatica, aceasta fiind consideratd cea de-a doua cauza in ceea ce priveste deteriorarea
produselor vegetale, dupa contaminarea microbiana. Acest proces consta Tn oxidarea
compusilor fenolici de catre enzimele oxidative precum polifenoloxidaza si peroxidaza, ducand
la formarea unor pigmenti inchisi la culoare, numiti melanine.

Din punct de vedere industrial, este esentiala optimizarea parametrilor de procesare
pentru a asigura controlul stabilitatii enzimelor si siguranta alimentara pentru obtinerea unor
produse bogate in compusi biologic activi la standarde de calitate ridicate.

Aplicatiile enzimelor in industria alimentara in ceea ce priveste prelucrarea fructelor si
legumelor sunt intens studiate si unanim acceptate dar exista inca multe oportunitati pentru
imbunatatirea proceselor si pentru identificarea unor noi aplicatii. Astfel, evaluarea
comportamentului biochimic din punct de vedere structural si identificarea conditiilor de
inactivare a enzimelor oxidative permit optimizarea etapelor de procesare si a produciiei in
general.

Cele mai frecvente procese utilizate pentru procesarea produselor alimentare implica
tratamentul termic si tratamentul la presiune inalta precum si tratamentul combinat. Utilizarea
unor tratamente eficiente care sa asigure stabilitatea si siguranfa produselor vegetale este
necesara pentru a preveni degradarea microbiana si enzimatica, prin pastrarea culorii, aromei,
texturii, precum si a compusilor biologic activi benefici pentru sanatate (Singh si Heldman,
2013). Investigatiile suplimentare privind inactivarea enzimelor prin anumite tratamente este
necesara pentru a atinge grade mai ridicate de inactivare, pentru a elucida mecanismul de
inactivare enzimatica, precum si pentru a permite optimizarea diferitelor tehnologii de procesare
utilizate la scara mai larga.

Teza de doctorat intitulata ”Comportamentul cinetic si molecular al unor enzime oxidative
din perspectiva stabilirii relatiei proces-structura-functie’ a vizat studiul comportamentului
enzimelor oxidative precum polifenoloxidaze si peroxidaze din diferite surse vegetale, in
vederea caracterizarii biochimice si a optimizarii parametrilor de inactivare, enzimele fiind
considerate responsabile de procesul de imbrunare enzimatica. Astfel, prin tehnici moderne de
analiza precum spectroscopia de fluorescenta si modelarea moleculara au fost determinate

modificarile structurale ale enzimelor comerciale, tirozinaza din Agaricus bisporus si peroxidaza
8
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din Armoracia rusticana, in sisteme model, sisteme care permit aprecierea comportamentului
enzimelor in diferite conditii de reactie. Au fost extrase si purificate partial polifenoloxidaza si
peroxidaza din prune autohtone (Prunus domestica) si s-au studiat proprietatile catalitice
conditiile optime de activitate, precum si stabilitatea la diferite tratamente (temperatura, pH,
presiuni nalte). in perspectiva implementarii in practicd, in industria alimentars, si pentru
cresterea eficientei economice a tehnologiilor de procesare, s-au urmarit optimizarea
tratamentelor de inactivare pentru stoparea efectului de imbrunare enzimatica si stabilirea
conditiilor optime de activitate, reliefandu-se importanta in domeniul industriei alimentare pentru
obtinerea unor produse procesate minimal care fisi pastreaza proprietatile nutritive si
prospetimea.

In acest context, cercetdrile derulate pe parcursul studilor de doctorat au vizat
urmatoarele obiective stiintifice:

e Evaluarea modificarilor conformationale si structurale induse la nivel molecular, prin
modificarea pH-ului si a temperaturii, asupra enzimelor comerciale purificate,
tirozinaza din Agaricus bisporus si peroxidaza din Armoracia rusticana, din
perspectiva stabilirii unor relatii proces-structura-functie.

e Utilizarea tehnicilor avansate de investigare, modelare moleculara si tehnici de
andocare, pentru analiza specificitatii de substrat si a inhibitiei enzimelor oxidative,
precum si caracterizarea structurala si functionala a acestora la nivel molecular.

e Separarea si purificarea parfiala a enzimelor oxidative din prune autohtone, specia
Prunus domestica, precum si caracterizarea comportamentului catalitic pentru a
determina conditiile optime de activitate.

e Stabilirea conditiilor fizico-chimice pentru inactivarea polifenoloxidazei si peroxidazei
din prune (Prunus domestica) si stabilirea unor modele matematice pentru cresterea
eficientei procesului de inactivare prin efectul corelativ al pH-ului, temperaturii si
tratamentului la presiune finaltd, in vederea stoparii procesului de imbrunare
enzimatica.

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupa cum urmeaza:

I. STUDIUL DOCUMENTAR, este structurat in 3 capitole si prezinta date recente din literatura
de specialitate privind caracteristicile biochimice si tehnologice ale enzimelor oxidative i
impactul acestora in industria alimentara. Sunt descrise caracteristicile enzimelor oxidative de
tipul polifenoloxidazelor si peroxidazelor (clasificare, structura, proprietatile catalitice,
mecanismele de reactie), avand ca etalon doua enzime reprezentative, respectiv, tirozinaza din
Agaricus bisporus si peroxidaza din Armoracia rusticana. Sunt prezentate, de asemenea, cele
mai importante tehnici de inactivare asociate procesarii produselor vegetale si efectele acestora
asupra enzimelor oxidative, corelat cu comportamentul biochimic si stabilitatea acestora.

Il. PARTEA EXPERIMENTALA, cuprinde rezultatele investigatiilor originale realizate pe
parcursul stagiului doctoral si este structurata in doua capitole, dupa cum urmeaza:

Capitolul 4, intitulat Evaluarea proprietatilor moleculare si a comportamentului unor
enzime oxidative comerciale prin spectroscopie de luminescenta si analiza moleculara in
silico, prezinta evaluarea modificarilor structurale, induse de pH si temperatura, la nivelul
moleculelor de tirozinaza si peroxidaza prin utilizarea spectroscopiei de fluorescenta si a
tehnicilor de modelare moleculara. Studiile au fost realizate utilizadnd enzime comerciale, n
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stare purificatd si anume tirozinaza din ciuperci (Agaricus bisporus) si peroxidaza din hrean
(Armoracia rusticana). S-au studiat mecanismele de inactivare a celor doua enzime prin efectul
tratamentului termic. Astfel, mecanismele de denaturare au fost identificate pe baza spectrelor
de emisie prin determinarea intensitatii fluorescentei, a diagramei de faze si a variatiei
parametrului A, a anizotropiei de fluorescenta, experimentele de quenching cu acrilamida si Ki,
identificarea situsurilor de legare a 1-anilino-8-naftalensulfonatul (ANS) si determinarea
hidrofobicitatii de suprafatd. Efectul inhibitorilor si specificitatea de substrat au fost analizate prin
utilizarea unor tehnici de andocare moleculara, reliefandu-se importanta modelarii
comportamentului enzimatic in sisteme model pentru a reda cat mai fidel comportamentul
enzimelor in vivo.

Capitolul 5, intitulat Caracterizarea propietatilor catalitice ale enzimelor oxidative extrase
din prune (Prunus domestica), prezinta rezultatele investigatiilor privind extractia, purificarea
partiald si caracterizarea biochimicd a polifenoloxidazei si peroxidazei extrase din prune
autohtone, specia Prunus domestica, determinarea conditiilor optime de activitate si a stabilitatii
in diferite conditii de pH, temperatura si presiune Tnalta, a specificitatii de substrat si a efectului
unor compusi chimici cu rol inhibitor. S-a studiat, de asemenea, cinetica de inactivare prin
efectul tratamentului termic, mecanismele de inactivare fiind descrise cu ajutorul modelelor
cinetice de ordinul I.

Fiecare capitol al partii experimentale este structurat intr-o succesiune logica a urmatoarelor
subcapitole: Introducere, in care se prezintd oportunitatea cercetarilor si obiectivele specifice
ale studiilor realizate; Materiale si metode, in care sunt descrise materialele si reactivii utilizati,
precum si metodele de investigare, analiza, de prelucrare si interpretare a datelor
experimentale; Rezultate si discutii, in care sunt reliefate rezultatele originale obtinute, precum
si compararea acestora cu date similare din literatura de specialitate; Concluzii partiale si
Referinte bibliografice.

Capitolul 6, Concluzii generale, prezinta principalele concluzii rezultate din experimentele
realizate ce au vizat caracterizarea mecanismelor functionalitatii catalitice si a
comportamentului molecular al enzimelor oxidative, comerciale si native, din surse vegetale,
prin determinarea parametrilor optimi de activitate, evaluarea modificarilor conformationale si
structurale, precum si previzionarea unor procedee eficiente de inactivare, in conditii controlate,
care sa asigure stabilitatea si calitatea produselor vegetale in stare naturala sau procesate.

Teza de doctorat cuprinde 238 pagini, In care sunt incluse 87 figuri si 26 tabele. Studiul
documentar reprezinta 17 % iar partea experimentala 83 %.

in final, sunt prezentate contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in dezvoltarea
cunoasterii in domeniu si perspectivele pentru continuarea cercetarilor, precum si diseminarea
rezultatelor obtinute in domeniul de cercetare abordat. Astfel, rezultatele cercetarilor au fost
valorificate prin elaborarea a 6 articole stiintifice, publicate sau in curs de publicare in reviste
cotate ISI (Food Chemistry, Journal of the Science of Food and Agriculture, Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy) si indexate in baze de date
internationale (Innovative Romanian Food Biotechnology) si 7 comunicari la manifestari
stiintifice reprezentative pentru domeniul biotehnologiei, din strainatate si din tara.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost derulate cu ajutorul infrastructurii
moderne de cercetare a Centrului integrat de cercetare, expertizd si transfer tehnologic
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(BioAliment-TehnlA)(www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultadti de S$tiinta si Ingineria
Alimentelor, Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati.

Pe parcursul studiilor doctorale, doctoranda a fost implicata in echipa de cercetare a proiectului
IDEI, PN-II-ID-PCE-2012-4-0509/2013-2016 (www.biostab.ugal.ro), cu titlul Thermal and/or non
thermal technology as a tool to increase the health functionality of bioactive compounds in fruit
based food, director de proiect profesor dr. ing. Gabriela Rapeanu.

Teza s-a realizat sub coordonarea stiintificd a comisiei de indrumare cu urmatoarea
componenta:

- Prof.dr.ing. Gabriela-Elena BAHRIM — conducator de doctorat

- Prof.dr.ing. luliana APRODU — coordonator studii de modelare si andocare moleculara

- Prof.dr.ing. Gabriela RAPEANU - coordonator studii de extractie, purificare si
caracterizare a propietatilor cinetice ale enzimelor oxidative

- Prof.dr.ing. Nicoleta STANCIUC — coordonator studii de analiz& spectrofluorimetrica si
cinetica de inactivare a enzimelor
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4. Evaluarea proprietatilor moleculare si a comportamentului unor
enzime oxidative comerciale prin spectrofotometrie de luminescenta
si analiza moleculara in silico

Studiile prezentate in acest capitol descriu o serie de proprietati corformationale si de
comportament biochimic pentru doua enzime oxidative comerciale, tirozinaza produsa de
ciuperca Agaricus bisporus si peroxidaza din hrean (Armoracia rusticana), utilizéand
spectroscopia de fluorescentd si analiza molecularda in silico, descriind modificarile
conformationale si structurale induse la diferite valori de pH si temperatura, pentru aprecierea
relatiei proces-structura-functie.

Rezultatele obtinute sunt valoroase din punct de vedere fundamental si aplicativ
deoarece ofera numeroase informatii asupra comportamentului celor doud enzime in conditiile
uzuale de procesare, cu impact deosebit in stiinta alimentelor si biotehnologie.

4.1. Studiul comportamentului biochimic si molecular al tirozinazei comerciale
(Agaricus bisporus)

Tirozinazele sunt metalproteine de tip-3 ce contin cupru, implicate in etapa initiala de
sintezd a melaninei. Aceste enzime catalizeaza atat o-hidroxilarea monofenolilor si oxidarea
ulterioara a o-difenolilor rezultati in o-chinone, cu formarea de compusi intermediari
intermediari, precursori ai pigmentilor brun inchis. In ciuperci, tirozinazele sunt in general
asociate cu sporularea si sunt implicate in mecanismele de antagonism, dar si in imbrunare si
pigmentare.

4.1.2. Materiale si metode

Tirozinaza comerciala (Agaricus bisporus), fosfatul monosodic, fosfatul disodic, 1-
anilino-8-naftalensulfonatul (ANS), iodura de potasiu, acrilamida, clorura de calciu au fost
achizitionate de la Sigma (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO). Enzima s-a utilizat ca atare, fara
alte etape de purificare. Tofi reactivii au avut puritate analitica.

Investigatiile au urmarit:
- Determinarea activitatii enzimatice
- Comportamentul la diferite valori de temperatura
- Comportamentul la diferite valori de pH
- Cinetica de inactivare termica
- Analiza prin spectroscopie de fluorescenta
- Analiza in silico si modelare moleculara

12
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4.1.3. Rezultate si discutii
4.1.3.1. Influenta pH-ului asupra modificarilor conformationale ale tirozinazei

Diagrama de faze

in experimentele efectuate, diagrama de faze a evidentiat existenta mai multor specii
moleculare, cu un comportament diferit (figura 4.2). Dupa cum se poate observa, diagrama de
faza este formata din doua parti liniare corespunzatoare valorilor de pH variind intre 2,0-5,0 si,
respectiv, 6,0-9,0.

Pe baza rezultatelor obtinute se poate concluziona ca in domeniul de pH acid,
predomina disocierea urmata de deplierea formei tetramerice native, care promoveaza o
expunere a resturilor hidrofobe, insotita de o crestere secventiald a intensitatii fluorescentei.
Cand valorile pH-ului cresc de la 6,0 la 9,0, cel mai probabil proteina trece prin cateva forme
intermediare structurale tridimensioanle, inclusiv tetramer, trimer si dimer.
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8 650 -
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) 600 -
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c 550 -
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o 500 - .
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=) 450 - pH4 pPH5
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o 400 -
g 350 -
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g 300 T T
260 310 360
Intensitatea fluorescenteila 320 nm, u. a.

Figura 4.2. Diagrama de faza ce descrie modificarile conformationale ale tirozinazei,
induse de un pH diferit, bazata pe valorile intensitatii fluorescentei infrinseca masurate la
lungimile de unda 320 si 365 nm.Valorile pH-ului sunt indicate in vecinatatea simbolul
corespunzéator

Spectre de emisie

Pentru a explica modificarile intensitatii de fluorescenta, s-a realizat o cartografiere
detaliata la nivel molecular in ceea ce priveste localizarea resturilor de Trp si Tyr in molecula
tirozinazei. Structura cristalografica a tirozinazei din Agaricus bisporus a fost obfinuta din baza
de date a proteinelor (cod 2Y9W.pdb). O verificare detaliata a structurii echilibrate a indicat ca
subunitatile H mari (392 aminoacizi) ale tirozinazei ce au o organizare complexa la nivel
secundar, constand din 13 a-helix, opt B-foi pliate scurte si multe bucle (Ismaya si colab., 2011),
are 16 resturi de Trp si 17 resturi de Tyr. Din aceste resturi numai sapte resturi de Trp
(localizate in poziitile 106, 124, 141, 195, 227, 350 si 386) si noua resturi de Tyr (localizate in
pozitiile 51, 65, 78, 140, 165, 236, 311, 314 si 382) sunt complet sau partial expuse solventului.
Cea mai importanta contributie pentru intensitatea de fluorescenta este data de subunitatile H,
in timp ce subunitatile L (150 de aminoacizi) prezinta numai sase resturi Trp si trei resturi de Tyr

din care partial expuse sunt doar resturile formei tetramerice a enzimei Trp™®, Trp>® si Trp®.
13



Comportamentul cinetic si molecular al unor enzime oxidative din perspectiva stabilirii

relatiei proces-structura-functie

Prin excitare la lungimea de unda 280 nm, s-a observat (figura 4.4) ca intensitatea
maxima a fluorescentei a fost inregistrata la valori de pH alcaline (pH 8,0 si pH 9,0), in timp ce

valoarea cea mai redusa a fost inregistrata la pH 5,0.
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=—pH 2,0 =pH 3,0 e pH 4,0 = pH 5,0
pH 6,0 pH7,0 e pH 8,0 e pnH 9,0

Figura 4.4. Spectrele de emisie obtinute la lungimea de unda la excitatie de 280 nm, in functie

de diferite valori ale pH-ului

Valoarea maxima a intensitatii fluorescentei si forma spectrului nu se modifica in functie
lungimea de unda a excitarii. Figura 4.7 prezinta intensitatea maxima de fluorescenta a
tirozinazei care scade provocand un red shift la toate valorile de pH, cu exceptia valorilor

inregistrate la pH 5,0 si 7,0.
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Figura 4.7. Lungimea de unda maxima ( Amax) la diferite valori de pH in functie de lungimea de
unda la excitatie de 295 nm pentru Trp, 280 nm pentru Trp si Tyr si 274 nm pentru Tyr

Situsuri de legare ANS si hidrofobicitatea suprafetei

Dupa cum se poate observa in figura 4.8, ANS-ul s-a legat de moleculele de tirozinaza,
fiind monitorizate prin emisia de fluorescenta, care a fost redusa la toate valorile de pH studiate,
in comparatie cu pH 2,0, caz in care, probabil, aproape nici o structura tertiara nu mai exista,

insa o cantitate mare de structura secundara este prezenta.
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In acest caz, prezenta proteinei depliata cu suprafetele hidrofobe expuse, provoaca un
blue-shift de la lungimea de unda 510 nm, valoare ce corespunde ANS-ului liber, la 485 nm
specificda ANS-ului legat de proteine.
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Figura 4.8. Intensitatea fluorescentei tirozinazei in functie de prezenta ANS-ului la diferite
valorile de pH

4.1.3.2. Efectul temperaturii asupra modificarilor conformationale ale tirozinazei

Diagrama de faze

Dupa cum se poate observa, diagramele de faza nu sunt liniare, atat in prezenta cét si
in absenta ionilor de calciu. Dependenta neliniara dintre Isx $i Ises, indica prezenta mai multor
specii structurale distincte, fiind induse prin modificarea caracteristicilor mediului.

Pe baza rezultatelor prezentate in figura 4.13, se poate afirma ca la temperatura de
25°C, tirozinaza se gaseste sub forma activa de tetramer, generdnd cea mai mare valoare a
intensitatii fluorescente, indiferent de lungimea de unda la excitatie utilizata.

600 - 70°C

Intensitatea fluorescenteila 365

100 T T T T
85 135 185 235 285
Intensitatea fluorescenteila 320 nm, u.a.

fara Ca Hcu Ca

Figura 4.13. Diagrama de faza ce descrie modificarile conformationale ale tirozinazei, induse
prin tratamentul termic, bazata pe valorile intensitatii fluorescentei intrinseca masurate la
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lungimile de unda 320 si 365 nm. Valorile de temperatura sunt indicate in apropierea simbolului
corespunzétor

Analiza modificarilor conformationale induse termic asupra moleculei proteice a
tirozinazei

Modelul moleculei tirozinazei a fost echilibrat prin simulari de dinamica moleculara la
diferite valori ale temperaturii cuprinse in intervalul 25°C - 70°C, pana cand deviatia standard a
energiei potentiale a fost mai mica de 0,1%. Prin cresterea impulsului termic, s-a observat o
crestere a valorilor energiei totale pentru structurile echilibrate la temperaturi ridicate (tabelul
4.2).

Rezultatele obtinute Tn urma verificarii structurale si conformationale demonstreaza ca
majoritatea elementelor structurii secundare persista si la temperaturi inalte. Indiferent de
temperatura, structura secundara este dominata de modele a-helix (26,5-29,0%), acestea fiind
localizate, in principal, la interfata cu solventul. Structura tirozinazei pastreaza un numar
considerabil de helixuri, chiar si la temperaturi de peste 60°C. Descresterea continutul de a-
helixuri este acompaniata de crestere continutului de helixuri 3-10 (tabelul 4.2). Cele mai
importante modificari au fost semnalate la nivelul subunitatii H, care a fost indicata ca fiind
responsabila pentru activitatea enzimatica. Consecinta modificarilor conformationale ale
tirozinazei, este dinamica interactiunilor helix—helix, indicand o structurd mai putin compacta la
temperaturi ridicate. Cresterea temperaturii de la 25°C la 60°C a determinat reducerea
numarului perechilor de helixuri ce interactioneaza de la 143 la 117.

Spectre de emisie

Din figura 4.15 se observa ca intensitatea maxima a fost inregistrata la temperatura de
25°C, in timp ce la temperatura de 65°C s-a obtinut cea mai scazuta valoare a intensitafjii
fluorescentei pentru ambele resturi de aminoacizi (Trp si Tyr), aceasta fiind cu 79% mai mica,
comparativ cu valoarea obtinuta la temperatura de 25°C.
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Figura 4.15. Spectrele de emisie obtinute la lungimea de unda la excitatie de 280 nm in functie
de diferite valori ale temperaturii
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Situsurile de legare ale ANS-ului

Experimentele de legare a ANS-ului, monitorizate prin emisia de fluorescenta, au indicat
modificari semnificative in cazul cresterii temperaturii, atat in prezenta, cat si, respectiv, in
absenta CaCl, (figura 4.18).

Nivelul maxim al intensitatii fluorescentei a tirozinazei in functie de ANS a fost obtinut la
temperatura de 65°C, fiind cu aproximativ 16% si, respectiv, 9% mai ridicat comprativ cu valorile
masurate la temperatura de 25°C, dupa poate observa in figura 4.18. De asemenea, se poate
observa un grad maxim de blocare a resturilor hidrofobe care se inregistreaza la temperatura
de 55°C.

Aceste rezultate indica faptul ca prin cresterea temperaturii se induc modificari
semnificative in structura tertiara a tirozinazei.
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Figura 4.18. Intensitatea fluorescentei tirozinazei in prezenta ANS-ului la diferite valori de
temperatura

4.1.3.3. Specificitatea de substrat si inhibitia tirozinazei

In figura 4.22 sunt prezentate detalii atomice cu privire la interactiunile stabilite intre
enzima si substraturile analizate. Valorile medii ale lungimii legaturilor de hidrogen stabilite intre
enzima si substrat au variat in intervalul 2,22-2,89 A. Liganzii selectati formeaza legaturi de
hidrogen in mod frecvent cu resturile de Lys™ si Lys®. Catecholul formeaza o singurd legatura
cu Asn??, acidul clorogenic formeaz trei legaturi de hidrogen cu Arg™?, Lys®, Ser®®, L-DOPA
formeaz& doua legéturi cu resturile de aminoacizi Lys™ si Met®?®, in timp ce catechina formeaza
patru legaturi de hidrogen cu Lys™, Ala ", GIn" si Lys>.

Pentru comparatie, energiile obtinute in urma experimentelor de docking sunt prezentate
in tabelul 4.4. Enzima prezintd cea mai mare afinitate pentru acidul clorogenic, catechina si L-
DOPA, si cea mai redusa afinitate pentru catechol, energiile de legare fiind -42,41 kcal/mol, -
39,72 kcal/mol, -30,22 kcal/mol si, respectiv, -16 kcal/mol.
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Tabelul 4.4. Interactiunea predictionaté dintre compugii utilizati ca substrat si tirozinaza

OH

Eneraia Energia Energia
deg van der van der Nr. Resturile
Substrat Structura Waals de | Waals de | legaturi | de AAn
legare . .
(kcal/mol) atractie | respingere de H leg.de H
(kcal/mol) | (kcal/mol)
HO 0, OH
L-DOPA Lys”
(Dah304) m -30,22 -12,73 2,27 2 Met™?s
HO NH»
OH
X
. HO. O o 71
Catechina OH Ala
(Kxn160) -39,72 -18,99 6,01 4 GIn™
OH 5
Lys
OH y
OH
Catechol OH 243
(©ac503) ©/ 16,00 | -7,57 2,33 1 Asn
HO
Acidul HO%O Arglll
clorogenic o -42,41 -20,29 4,94 3 Lys®
(Coab01) W Ser®
HO
OH OH

AA — aminoacizi
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GInT4

Leu?77

Fralll

Phel05
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c)

GlyS6 Ala246

P

Ser?

Valss Glu239

Figura 4.22. Situsurile de legare din structura tirozinazei din Agaricus bisporus implicate in interactiunea cu urmatoarele substraturi: acid
clorogenic (a), L-DOPA (b), catechol (c) si catechina (d). Aminoacizii (sau atomi ai acestora) implicati in interactiuni de tip hidrofob sunt marcati
prin arcuri de cerc, de culoare rosie, prevazute cu raze orientate in directia atomilor din structura substratului cu care interactioneaza, iar
legaturile de H sunt reprezentate cu linie punctata verde
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4.1.3.4. Cinetica de inactivare a tirozinazei

Inactivarea termica a tirozinazei utilizadnd ca solutie tampon fosfat (pH 7,0) a fost
examinata in domeniul de temperatura 50°C-65°C. Dupa cum se poate observa in figura
4.24, tratamentul termic a produs o reducere graduald a activitaiii tirozinazei ce a fost
descrisa prin utilizarea unui model cinetic bifazic cu o fractiune stabila la temperatura si o
fractiune labila. Rezultatele obtinute indica faptul ca activitatea tirozinazei scade odata cu
cresterea temperaturii. Activitatea enzimatica a tirozinazei a fost determinata din 10 in 10
minute in urma tratamentului termic la temperaturi diferite, iar activitatea relativa a scazut cu
mai mult de 99% la temperatura de 50°C la aproximativ 5% la temperatura de 65°C.

Tratament termic, minute
0 50 100 150 200

Log (A/A)

E50 525 W55 Wm575 W60 WM62.5 165

Figura 4.24. Cinetica de inactivare a tirozinazei

4.2. Studiul comportamentului biochimic si molecular al peroxidazei comerciale
(Armoracia rusticana)

4.2.1. Introducere

Peroxidaza extrasa din Armoracia rusticana face parte din clasa enzimelor ce
prezinta gruparea hem si care utilizeaza peroxidul de hidrogen pentru a oxida o varietate
mare de compusi, inducand imbrunarea enzimatica, ceea ce conduce la deteriorarea
produselor vegetale.

Prin cercetarile efectuate in ultimii ani au fost identificate structurile tridimensionale
ale enzimei, ale intermediarilor sai catalitici si mecanismele de cataliza ce prezinta o
importanta deosebita in biotehnologie prin utilizarea unor tehnici de mutageneza directionata
pe situsul catalitic, aceste tehnici fiind utilizate in mod curent pentru a investiga structura si
functia POD din hrean si oferind totodata posibilitatea de a identifica noi surse de enzime ce
prezintd aplicatii practice in sinteza produselor chimice fine, diagnosticarea medicald si
bioremediere. Rolurile fiziologice asociate POD din hrean includ metabolismul acidului indol-
3-acetic, reactie utilizata in terapiile anticancer, reticularea polimerilor biologici si lignificarea.

21



Comportamentul cinetic si molecular al unor enzime oxidative din perspectiva stabilirii relatiei
proces-structura-functie

Studiile au vizat monitoriza modificarile structurale si conformationale ale enzimei
comerciale extrase din Amoracia rusticana prin analiza spectrofluorimetrica si tehnici de
analiza in silico.

4.2.2. Materiale si metode

Peroxidaza extrasa din Armoracia rusticana, fosfatul monosodic, fosfatul disodic, 1-
anilino-8-naftalinsulfonatul (ANS), iodura de potasiu, acrilamida au fost achizitionate de la
Sigma (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO). Enzima a fost utilizatad ca atare, fara alte etape de
purificare. Toti reactivii au avut puritate analitica.

Etapele de investigare sunt similare cu cele prezentate la subpunctul 4.1.2.

4.2.3. Rezultate si discutii

4.2.3.1. Influenta pH-ului asupra comportamentului molecular si cinetic al
peroxidazei

Diagrama de faza

In ceea ce priveste diagrama de faza, s-a observat o dependenta liniara sy versus
Isss prin modificarea valorilor de pH (figura 4.27), indicand un proces de tranzifie all or none.
Datorita prezentei in numar foarte mare a resturilor de aminoacizi ionizabili in structura POD
(din numarul total de aminoacizi, 23,2% sunt ionizabili), s-a demonstrat ca o modificarea a
valorii pH-ului poate modifica incarcarea electrica a proteinei. pH-ul acid a indus modjificari
conformationale importante asociate cu distrugerea unor legaturi de hidrogen si a
interactiunilor hidrofobe.
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Figura 4.27. Diagrama de faza ce descrie modificarile conformationale ale
peroxidazei, induse de un pH diferit, bazata pe valorile intensitatii fluorescentei intrinsece
maé&surate la lungimile de undé 320 gi 365 nm
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Spectre de emisie

Prin studiul modificarilor structurale ale enzimei in functie de pH s-au obtinut diferente
semnificative in functie de intervalul de pH abordat, astfel cea mai mare intensitate a
fluorescentei intrinseci a fost inregistrata la pH 2,0 iar cea mai mica valoare a corespuns cu
valoarea de pH 4,0. Valorile obtinute pentru intensitatea fluorescentei atesta gradul de
expunere cel mai mare al resturilor hidrofobe (Trp si Tyr), respectiv, cel mai mare si cel mai
mic.

Se poate observa din figura 4.29 ca intensitatea maxima a fluorescentei a fost
inregistrata la valorea de pH 2,0, in timp ce valoarea cea mai mica a fost inregistrata la pH
4,0.
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Figura 4.29. Spectrele de emisie obtinute la lungimea de unda la excitatie de 280 nm in
functie de diferite valori ale pH-ului

Valorea maxima a intensitatii fluorescentei la lungimea de unda la excitatie de 280
nm, a fost de 349,5 nm, aceasta fiind inregistrata la pH 2,0, iar cresterea valorii pH-ului a
cauzat un blue-shift de 37 nm a valorii Anax, cOmparativ cu valoarea de la pH 9,0. Solutiile de
POD au aratat un Ay de 352 nm la pH 6,0. Scaderea pH-ului a cauzat un blue-shift de 4,5
nm la pH 4,0 si de 3 nm la pH 2,0. Valoarea maxima a unui blue-shift a fost inregistrata la pH
7,0 (8,5 nm), urmata de un red-shift de 8,5 nm si 5,5 nm la pH 8,0 si, respectiv, pH 9,0.

In ceea ce priveste lungimea de unda la excitatie de 274 nm, valoarea maxima s-a
obtinut, de asemenea, la pH 2,0, aceasta fiind de 349 nm. Cresterea pH-ului a generat un
blue-shift de 39 nm, la pH 9,0. In domeniul de pH acid, moleculele parcurg un proces de
depliere, cauzand expunerea resturilor hidrofobe in mediu apos, in timp ce la pH neutru si
alcalin, proteina trece printr-un proces de pliere.
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Figura 4.31. Modificérile structurale ale peroxidazei monitorizate prin intermediul intensitatii

fluorescentei (Fl) (simboluri pline) si Amax (Simboluri goale) la diferite valori de pH. Lungimea

de unda la excitatie a fost de 295 nm (romburi), 280 nm (triunghiuri) si 274 nm (péatrate) iar
emisia a fost colectata intre 300 si 420 nm

4.2.3.2. Efectul temperaturii asupra comportamentului peroxidazei

Diagrama de faze

Tratamentul termic Tn domeniul de temperatura 25°C - 80°C (figura 4.34) a condus la
obtinerea unui model two state, caracterizat de o corelatie liniara ce indica prezenta a doua
specii moleculare distincte. Pana la temperatura de 50°C predomina forma nativa a enzimei
in stare de pliere, ceea ce conduce la o expunere redusa a resturilor hidrofobe. La
temperaturi mai ridicate, are loc procesul de oligomerizare a formei native, fapt certificat de
reducerea intensitatii fluorescentei.
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Figura 4.34. Diagrama de fazé ce descrie modificarile conformationale ale peroxidazei,
induse prin tratamentul termic, bazata pe valorile intensitatii fluorescentei intrinseci masurate
la lungimile de undéa 320 si 365 nm
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Tratamentul termic la temperaturi intre 70-80°C, a indus modificari conformationale,
acestea fiind asociate cu distrugerea unor legaturi care stabilizeaza conformatia proteinei
enzimatice. Se poate concluziona ca, in aceste conditii, formele oligomerice disociaza, iar
valorile intensitatji fluorescentei cresc in comparatie cu temperatura de 25°C.

Analiza modificarilor conformationale induse peroxidazei prin tratament termic,
Ia nivelul de molecula unica

Pentru a intelege mai bine mecanismul molecular responsabil de stabilitatea la
temperatura a POD, s-au utilizat tehnici de analiza in silico pentru a estima comportamentul
enzimei la nivel de moleculd unica. Formatiunile structurale de tip helix predomina in
structura enzimei echilibrata la diferite temperaturi. Se observa totusi o variatie a numarului
total de a-helixuri precum si interactiunile dintre ele variaza in functie de temperatura. Desi,
dupa tratamentul la temperatura de 80°C un numar mare de aminoacizi (58,2%) nu a fost
implicat in formatiuni structurale bine definite la nivel secundare, precum helixuri sau foi (3-
pliate, totusi, structura enzimei este in ansamblu bine pastrata.

Spectre de emisie

Experimentele realizate la diferite temperaturi au demonstrat ca intenstatea
fluorescentei POD a crescut in procente diferite (8-14%), comparativ cu enzima ce nu a fost
supusa tratamentului termic. Intensitatea maxima a fluorescentei a fost observata la
temperatura de 25°C. Scaderea secventiala a intensitatii fluorescentei odata cu cresterea
temperaturii indica modificari conformationale care conduc la o accesibilitate redusa a
resturilor hidrofobe.

Din figura 4.36, se observa ca in functie de tratamentul termic, intensitatea maxima a
fost inregistrata la temperatura de 80°C, in timp ce valoarea cea mai mica a fost masurata la
temperatura de 55°C. Se pot observa diferente semnificative intre spectrele de emisie.
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Figura 4.36. Spectrele de emisie obtinute la lungimea de unda la excitatie de 280 nm in
functie de diferite valori ale temperaturii
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Spectroscopie tridimensionala de fluorescenta

In ultimii ani, pentru a obtine informatii mai detaliate referitoare la modificarile
conformationale ale proteinelor, s-au utilizat spectre tridimensioanle ale fluorescentei.
Aceasta tehnica se bazeaza pe evaluarea modificarilor prin considerarea modificarii lungimii
de unda la excitatie sau la emisie in jurul peak-ului fluorescentei si pe prezenta sau disparitia
peak-urilor. Modificarile conformationale ale POD induse de tratamentul termic au fost
investigate prin compararea caracteristicilor spectrale ale starilor prin care trece proteina
nativa si tratatd termic. Spectrele tridimensionale ale fluorescentei si harfile de contur ale
solutiei de POD tratata la diferite temperaturi sunt prezentate n figura 4.39, iar parametrii ce
caracterizeaza spectrele sunt prezentate in tabelul 4.9. in figura 4.39 se pot observa 4 peak-

uri.

5 T8BEE §
juaosalon| 4

(11X

FRUEEfS
‘e'n B

Ex (nm)

( e'n) e-lua-a:sa-mnij )

Ex (nm)

=¥~

26



Comportamentul cinetic si molecular al unor enzime oxidative din perspectiva stabilirii relatiei
proces-structura-functie

©) 1

GEEEERBRERE &

("r».:*n) efuaasalon|q
Ex (nm)

T

fuaosamn;_-;

L]

E
£
&

Qe
c

e)

IR
gfuaosamn[:;
Ex(nm)

WSO
B

BEGsAREENANEERNNE
Ex(nm)

("e'n) ejuasasalon|q

-

- M

ms m m w m w= - ”E;;l(n-m)“
Figura 4.39. Spectrele tridimensionale ale fluorescentei si diagramele de contur ale POD la
25°C (a), 40°C (b), 50°C (c), 60°C (d), 70°C (e) si 80°C (e)
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Intensitatea fluorescentei peak-urilor 1 si 2 a crescut semnificativ la temperatura de
60°C, cu toate ca la temperatura de 50°C s-a produs o scadere, insa valoarea fiind
semnificativ mai mare, prin comparatie cu proteina nativa. La temperaturi mai mari de 70°C,
a avut loc o scadere semnificativd a intensitatii fluorescentei, fapt ce explica reorientarile
semnificative asociate cu plierea lantului polipeptidic prin tratamentul termic al solutilor de
proteind. Valoarea intensitatii peak-ului 1 si peak-ului 2 a variat in proportie de 1:1,3 la
temperatura de 25°C si de 1: 2,0 la temperatura de 70°C. Pentru difuzia luminii de rezonanta
a fost identificat un model chine (asemanator modelului unei coloane vertebrale) in timp ce
pentru hartile de contur se observa un model de tip pencil print (model asemanator unui
desen in creion) (figura 4.39). Hartile de contur au expus o perspectiva de tip bird’s eye view
(perspectiva de a observa de sus) a spectrelor de fluorescenta. Hartile tridimensionale ale
fluorescentei solutiilor de proteind tratate termic au prezentat diferente semnificative,
confirmandu-se astfel modificarile conformationale ale proteinei prin modificarea conditjilor
de mediu.

4.2.3.3. Evaluarea specificitatii de substrat si a inhibitiei peroxidazei prin
andocare moleculara

Tehnica de andocare moleculara a fost utilizata pentru a determina specificitatea de
substrat si inhibitia POD din Armoracia rusticana. Astfel a fost investigata specificitatea de
substrat a enzimei pentru substraturi precum catechol, guaiacol si pirogalol. Valorile obtinute
au fost in intervalul 2,59-3,24 A. Liganzii selectati sunt implicati fiecare in cate o legatura de
hidrogen. Astfel catecholul formeazé o singurd legaturd cu Arg™®, guaiacolul formeaz& o
legatura de hidrogen cu Asn’?, in timp ce pirogalolul interactioneaz& cu Ser’®.

Energiile obtinute prin experimente de docking sunt prezentate in tabelul 4.11. in
baza valorilor energiei de legare se poate aprecia ca enzima prezinta cea mai mare afinitate
pentru guaiacol (-30,58 kcal/mol), fiind urmat de pirogalol (-20,72 kcal/mol), si cea mai mica
afinitate pentru catechol (-18,38 kcal/mol).
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Tabelul 4.11. Interactiunea predictionata dintre compusii utilizati ca substrat si peroxidaza

Eneraia Energia Energia
deg van der van der Nr. Resturile
Substrat Structura Waals de | Waals de | legaturi | de AAin
legare . .
(kcal/imol) atractie | respingere de H leg. de H
(kcal/mol) | (kcal/mol)
OCH3
iacol OH
(33:3?1'309%) 30,58 | -15,54 3,37 1 Asn™
OH
i HO OH
('2;‘;%%'2') -20,72 8,21 0,56 1 Ser”
OH
OH
éaggggg') -18,31 -9,23 0,17 1 ArgH®
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Figura 4.44. Situsurile de legare din structura peroxidazei din Armoracia rusticana implicate in interactiunea cu urmétoarele substraturi:
guaiacol (a), catechol (b) si pirogalol (c). Aminoacizii (sau atomi ai acestora) implicati in interactiuni de tip hidrofob sunt marcati prin arcuri de
cerc, de culoare rogie, prevazute cu raze orientate in directia atomilor din structura substratului cu care interactioneaza, iar legaturile de H sunt
reprezentate cu linie punctata verde
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4.2.3.4. Cinetica de inactivare a peroxidazei

Profilul stabilitatii termice a POD comerciale a fost realizat prin termostatarea enzimei,
timp de 10 minute, la temperaturi cuprinse in intervalul 25°C-70°C. Tratamentul termic a indus o
descrestere graduald a activitatii peroxidazei extrase din Armoracia rusticana (figura 4.46).
Activitatea relativa a enzimei a scazut de la 97%, la temperatura de 35°C, la 3%, la temperatura
de 60°C. Se poate observa din figura 4.46 ca inactivarea termica a POD este descrisa de un
model bifazic, care indica prezenta unei fractiuni labile si a unei fractiuni stabile din punct de
vedere termic, ambele fractiuni avand o cinetica de inactivare de ordinul I.

0 20 40 60 80 100 120
Tratament termic, minute

¢50 525 55 ¢57.5 ¢ 60

Figura 4.46. Cinetica de inactivare a POD
4.3. Concluzii partiale

Structura tirozinazei prezinta o conformatie mai flexibila in domeniul de pH acid, favorizand
astfel expunerea resturilor hidrofobe, cu un blue-shift al valorii Anxx de 9 nm pentru resturile de
Trp, atunci cand pH-ul creste de la 3,0 la 8,0, urmand aparitia unui red-shift mic de 4 nm, atunci
cand pH-ul a fost ajustat la valoarea 9,0. Odata cu cresterea valorii de pH de la neutru la alcalin,
probabil ca proteina trece prin mai multe forme structurale intermediare, inclusiv formele de
tetramer, trimer si dimer.

Indiferent de prezenta ionilor de Ca, diagramele de fazd nu au fost liniare, indicand astfel
prezenta mai multor specii moleculare distincte, acest lucru fiind indus prin modificarea mediului
de reactie.

Rezultatele obtinute pentru intensitatea fluorescentei indica modificari conformationale majore
prin excitarea la 295 nm, cu aparitia unui blue-shift de 16 nm a valorii Anax, valoare obtinuta prin
cresterea temperaturii de la 25 la 50°C, fiind urmata de un red shift de 15 nm prin cresterea
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temperaturii la 55°C. O crestere ulterioara a temperaturii de la 60°C la 65°C, a condus la
aparitia unui blue shift de 14,5 si, respectiv, de 11 nm.

Pentru a descrie inactivarea termica a tirozinazei s-a utilizat un model bifazic, energiile de
activare fiind 244,00£15,11 kd/mol pentru fractiunea labila si 213,94+8,37 kJ/mol pentru
fractiunea stabila.

Tehnicile de andocare moleculare au fost utilizate pentru a determina specificitatea de substrat
a tirozinazei. Astfel, in functie de energiile de legare enzima a prezentat cea mai mare afinitate
pentru acidul clorogenic, valoarea energiei fiind -42,41 kcal/mol, iar cea mai mica afinitate
pentru catechol, respectiv, -16 kcal/mol.

Studile de  spectrofluorimetrie au demonstrat ca pentru POD comerciala
(Armoracia rusticana) se obtin diagrame de faza liniare, indicand astfel un model de denaturare
two state, atat in functie de pH cét si in functie comportamentul la tratament termic.

Valoarea maxima a intensitatii fluorescentei la pH-ul optim s-a inregistrat la lungimea de unda
de 352 nm, indicand faptul ca resturile de Trp din catena laterala sunt, oarecum, neaccesibile
moleculelor de apa, desi nu sunt localizate in regiunea hidrofoba a proteinei.

Pentru a descrie inactivarea termica a peroxidazei, s-a utilizat un model cinetic bifazic. Valorile
obtinute pentru energia de activare au fost 283,00+67,38 kJ-mol-1 pentru fractiunea labila si
324,56x77,28 kJ-mol-1 pentru fractiunea stabila.

Rezultatele modelarii moleculare ce au fost realizate pentru a simula comportamentul POD la
diferite temperaturi (de la 25°C la 80°C) confirma existenta unui intermediar de tip pre-molten
globule format la temperaturi mai mari de 50°C, acesta fiind caracterizat printr-o structura
secundara stabila, Tnsa avand structura tertiara din apropierea situsului hem activ extrem de
modificata.

Prin utilizarea tehnicilor de andocare moleculara a fost determinata specificitatea de substrat a
POD extrase din hrean, astfel in functie de energiile de interactiune enzima a prezentat cea mai
mare afinitate pentru guaiacol, cu o energie de -30,58 kcal/mol, iar cea mai mica afinitate pentru
catechol, respectiv, -18,38 kcal/mol.

Rezultatele obtinute pot contribui la 0 mai buna intelegere a comportamentului enzimelor in
sisteme model. Modificarile conformationale ale moleculelor de tirozinaza si peroxidaza,
survenite Th urma tratamentului termic si modificarii pH-ului, pot conduce spre o mai buna
intelegere a relatiei structurd-functie si in ceea ce priveste obtinerea de produse cu
functionalitatea dorita.
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5. Caracterizarea proprietatilor catalitice ale enzimelor oxidative
extrase din prune (Prunus domestica)

In Romania, prunele sunt comercializate sub diferite forme respectiv sub forma de fructe
proaspete, fructe uscate, gemuri, piureuri, sucuri naturale, compoturi etc. Studiile intreprinse pe
diferite varietati au relevat concentratii diferite de compusi biologic activi.

Studiile prezentate in acest capitol descriu proprietati catalitice si comportamentale ale
enzimelor polifenoloxidaza (PFO) si peroxidaza (POD), enzime oxidative, cu impact in procesul
de Tmbrunare enzimatica, extrase din prunele roméanesti (Prunus domestica), utilizadnd tehnici
moderne de investigare biochimica pentru identificarea conditiilor optime de activitate, precum si
pentru identificarea conditiilor fizico-chimice de inactivare a acestora in timpul procesarii, dupa
cum urmeaza:

- extractia si purificarea partiala a enzimelor;

- purificarea prin precipitare cu sulfat de amoniu si cromatografie si verificarea puritatii
prin electroforeza in gel de poliacriamida;

- evaluarea proprietatilor catalitice si a conditiilor de inactivare.

Rezultatele obtinute sunt importante si prezinta valoare stiintifica din punct de vedere
aplicativ, economic gi industrial deoarece ofera numeroase informatii asupra comportamentului
celor doua enzime in diferite conditii de procesare termica sau la presiune inalta, avand un
impact deosebit in industria alimentara si biotehnologie.

5.1. Caracterizarea polifenoloxidazei din prune
5.1.1. Introducere

Importanta PFO in reactile de imbrunare enzimatica continua sa fie in atentia multor
cercetatori, astfel incat foarte multe publicatii descriu reactii de imbrunare prezente intr-o
varietate de tesuturi (Mayer, 2006). Imbrunarea enzimatica reprezinta una dintre problemele
majore care contribuie la pierderea calitatji fructelor si legumelor. Aparitia Tmbrunarii enzimatice
se datoreaza actiunii PFO asupra compusilor fenolici, care sunt prezenti in mod natural, n
plante (Zawistowski si colab., 1991). Inactivarea PFO este necesara pentru a minimaliza
pierderile de productie cauzate de imbrunarea enzimatica. In acest sens, mai multe tehnologii si
metode au fost studiate. In acest contex, s-au analizat proprietatile catalitice ale PFO extrase
din prune (Prunus domestica) sub aspectul functionalitatii optime si a stabilitatii la temperatura,
pH si presiune inalta cét si in prezenta compusilor inhibitori.

5.1.2. Materiale si metode

Prune autohtone din specia Prunus domestica, originare din Roménia, au fost
achizitionate de la piata locala, din Galati. Reactivii pentru analize, achizionati de la firma Sigma
Aldrich, Germania, au prezentat grade de puritate analitica ridicata si au fost utilizati ca atare.
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Aparatura de laborator utilizata pentru realizarea experimentelor a fost: spectrofotometru
GBC UV-Vis Cintra 202, GBC, Melbourne, Australia, centrifuga Hettich Universal 320 R,
Germania, echipament cromatografie FPLC AKTA pure 25, GE Healthcare (Uppsala, Sweden),
baie de apa cu racire Julabo F33 MC, Spania, echipament de electroforezd in gel Mini-
PROTEAN Tetra, Bio-Rad (California, S.U.A.), instalatie de presiune Tnhaltd Resato FPU 100-
2000 (Resato, Roden, Olanda).

Investigatiile realizate in acest capitol au urmarit:

Determinarea activitatii enzimatice
Determinarea continutului de proteine prin metoda Bradford
Purificarea enzimei prin precipitarea cu sulfat de amoniu si tehnici de cromatografie
Evidentierea polifenoloxidazei prin electroforeza in gel si determinarea masei
moleculare
Evaluarea proprietatilor catalitice si a stabilitatii:

Influenta concentratiei enzimei

Specificitatea de substrat si influenta concentratiei substratului

Efectul pH-ului asupra polifenoloxidazei (pH-ul optim de actiune si stabilitatea
la pH)

Efectul temperaturii asupra polifenoloxidazei (temperatura optima si
termostabilitatea)

Influenta inhibitorilor

Stabilitatea la presiune inalta a polifenoloxidazei.

5.1.3. Rezultate si discutii

5.1.3.1. Extractia si purificarea partiala a polifenoloxidazei din prune

S-a analizat gradul de purificare al extractului enzimatic dupa precipitare partiala cu
sulfat de amoniu, prin cromatografie prin interactiuni hidrofobe si cromatografie prin schimb
ionic. Astfel, se poate observa in figura 5.5, profilul de eluare a extractului partial purificat prin
precipitare cu sulfat de amoniu aplicat pe coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin
interactiuni hidrofobe). Sunt evidentiate doua peak-uri prin eluarea in gradient liniar cu solutie
20 mM tampon fosfat (pH 7,0).
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Figura 5.5. Profilul de eluare a extractului partial purificat in urma precipitdrii cu sulfat de
amoniu prin coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin interactiuni hidrofobe)in
functie de absorbanta la 280 nm, conductivitate (A) si activitatea enzimatica relativa a PFO (B)

Se poate observa in figura 5.6, profilul de eluare a fractiunii active colectatd de pe
coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin interactiuni hidrofobe) aplicata pe coloana
Mono Q 5/50 GL (cromatografie prin schimb ionic). Prin eluarea in gradient vertical (0-100%) cu
o solutie 20 mM tampon fosfat si NaCl 1,0 M (pH 7,0), s-a obtinut un singur peak, bine definit
(figura 5.6).
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Figura 5.6. Profilul de eluare a fractiunii active colectata de pe coloana HiPrep Phenyl FF 16/10
(cromatografie prin interactiuni hidrofobe) aplicata pe coloana Mono Q 5/50 GL (cromatografie
prin schimb ionic) in functie de absorbanta la 280 nm i activitatea enzimatica relativd a PFO (B)
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in urma etapei de purificare prin cromatografie prin interactiuni hidrofobe (HIC), factorul
de purificare pentru peak-ul 1 (10,3), cu o activitate specifica de 1574199 unitati/mg, prezinta o
valoare destul de apropiatd fatd de factorul de purificare obtinut pentru peak-ul Il (12,99).
Conform ultimei etape de purificare prin cromatografie prin schimb ionic, fractiunea contine o
cantitate foarte mica de proteine, 0,175 mg iar activitatea enzimatica specifica este de 5012142
unitati/mg. Aceasta valoare a activitatii corespunde unui factor de purificare de 32,81, cu un
grad de recuperare a enzimei de 3,04%.

Tabelul 5.4. Gradul de purificare al PFO gi determinarea continutului de proteine prin metoda

Bradford
. Proteine Activitate Activitate Grad
. Volum | Proteine . L e Grad

Fractiunea mL) | (mg/imL) totale enzimatica specifica urificare | fecuUperare

9 (mg) totald (unitati/mg) | P (%)
Extract brut 700 2,031 1421,7 | 217133545 | 152728 1 100
Precipitare
cu 30-90% 100 1,134 113,4 60797668 536135 3,51 28,48
(NH,)>S0,
HIC peak | 7 0,139 0,973 1531696 1574199 10,3 9,7
HIC peak Il 5 0,027 0,135 267919 1984586 12,99 7,69
Mono Q 7 0,025 0,175 877125 5012142 32,81 3,04

5.1.3.2. Estimarea masei moleculare a polifenoloxidazei din prune

Pentru fractiunile obtinute in urma purificarii prin cromatografie prin interactiuni hidrofobe
(liniile 2 si 6) si cromatografie prin schimb ionic (linile 3 si 7), s-a observat prezenta a doua
benzi adiacente, de concentratie diferita, aspect marcat prin intensitatea celor doua benzi.
Activitatea enzimatica a fractiunilor purificate, testata pe diferite tipuri de substrat specific
enzimelor oxidative, a evidentiat prezenta a doua enzime, PFO si POD, rezultat ce a fost corelat
cu cele doud benzi proteice separate prin electroforeza in gel denaturant de poliacrilamid&. Tn
conformitate cu valoarea activitatilor enzimatice specifice determinate si cu diferitele continuturi
de PFO si POD, s-a estimat faptul ca, prima banda corespunde PFO, in timp ce a doua banda
proteica corespunde POD. Pentru identificarea celor doua enzime s-a realizat incubarea gelului
obtinut dupa migrarea extractului partial purificat prin precipitare cu sulfat de amoniu in conditii
nedenaturante, cu solutii de substrat specifice, si anume, catechol pentru PFO si guaiacol cu
peroxid de hidrogen, pentru POD. Developarea in gel a benzilor specifice fiecarei enzime in
urma reactiei enzima - substrat a permis deducerea faptului ca PFO are o masa moleculara mai
mare decéat a POD (figura 5.7 - linia 8 si figura 5.22 — linia 8).

Masa moleculara a PFO extrasa din prune fost calculata in functie de rata relativa de
migrare (Rf) a acesteia in gelul SDS-PAGE, pe baza ecuatiei de regresie cu R*= 0,9934. Astfel,
s-a estimat masa moleculara a PFO la aproximativ 65 kDa.
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PFO

KDa  standard HIC Mono Q Extractbrut Standard HIC Mono Q Nativ,

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 5.7. Electroforeza in gel a extractului brut si a fractiunilor ce au prezentat activitate
enzimatica pentru PFO. Liniile 1-4 (SDS-PAGE, colorare cu albastru briliant de Coomassie G-
250; liniile 5-8 (SDS-PAGE, colorare cu nitrat de argint). Liniile 1 si 5 - Marker molecular
Precision Plus Protein Dual Xtra; Liniile 2 si 6 — extract purificat pe HiPrep Phenyl FF 16/10;
Liniile 3 si 7 — extract purificat pe Mono Q 5/50 GL,; Linia 4 — Extract (precipitare cu sulfat de
amoniu 30-90%); Linia 8 (Native —PAGE) — extract (precipitare cu sulfat de amoniu 30-90%).

5.1.3.5. Influenta pH-ului asupra polifenoloxidazei din prune

Stabilitatea la pH a polifenoloxidazei

Stabilitatea PFO extrase din prunele Prunus domestica a fost evaluata pe parcursul a
trei zile. Enzima a fost termostatata la valori de pH cuprinse intre 4,0-8,0 (figura 5.9). Astfel, se
observa ca cea mai mare valoare a activitatii enzimatice relative a fost ob{inuta pentru valoarea
de pH 6,0 aceasta fiind in concordanta cu valoarea obfinuta la determinarea pH-ului optim de
activitate. La valorile de pH 4,0; 4,5 si 5,0 PFO isi mentine 61%, 67% si respectiv 62% din
activitatea enzimatica initiala, dupa 48 h de tratament.

Enzima prezinta stabilitatea in domeniul de pH acid, mentinandu-si peste 60% din
activitatea enzimatica, in timp ce, in domeniul de pH alcalin, PFO din Prunus domestica Tsi
mentine doar 28% din activitatea enzimatica maxima.
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Figura 5.13. Stabilitatea la pH a PFO din prune

5.1.3.6. Efectul temperaturii asupra polifenoloxidazei din prune

Stabilitatea la temperatura a polifenoloxidazei

Pentru a determina stabilitatea la temperatura a PFO extrase din Prunus domestica,
extractul enzimatic partial purificat a fost termostatat la temperaturi cuprinse intre 25-85°C,
pentru perioade de timp de 10, 15 si 20 minute, utilizdnd ca substrat o solufie de catechol
0,03M, la pH 6,0. Rezultatele obtinute au demonstrat ca valoarea maxima a activitatii
enzimatice a fost obtinuta la temperatura de 25°C. La temperatura de 60°C, dupa 20 minute de
expunere, enzima isi mentine 70% din activitatea maxima, iar la temperatura de 65°C, enzima
isi mentine un procent de 69%.

In ceea ce priveste stabilitatea PFO extrasa din prune, aceasta prezinta o stabilitate mai
ridicata in intervalul de temperaturi situat intre 55°C-65°C, in timp ce, in intervalul 70-85°C,
activitatea enzimatica scade brusc ca urmare a unui proces de inactivare termica.
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Figura 5.15. Stabilitatea la temperaturd a PFO din prune

Inactivarea termica a polifenoloxidazei

Studiul inactivarii termice a PFO extrasa din Prunus domestica s-a realizat in intervalul
de temperatura 60-85°C, timp de 10-90 minute.

In figura 5.16 se observa ca inactivarea termica a PFO extrase din prune este descrisa
de un model cinetic de ordinul | Tn domeniul de temperatura studiat. Procesul de inactivare a
acestei enzime incepe cu temperatura de 60°C, astfel incat dupa 90 de minute de tratament
termic, enzima isi mentine doar 54+3,23% din activitatea enzimatica initiala.
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Figura 5.16. Cinetica de inactivare a PFO din prune
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5.1.3.7. Stabilitatea la presiune inalta a polifenoloxidazei din prune

Pentru a determina stabilitatea la presiune inaltd a PFO extrasa din Prunus domestica,
extractul enzimatic partial purificat a fost tratat, timp de 20 minute, la trei temperaturi diferite
(10°C, 30°C, 50°C), cumulat cu tratamentul la presiuni inalte, in intervalul 300-700 MPa.

In figura 5.18, sunt prezentate valorile reziduale ale activitatii enzimatice, astfel incat prin
tratarea extractului enzimatic la presiunea de 300 MPa, dupa 20 de minute de tratament, se
observa o inactivare redusa a enzimei, cu numai 21% mai mica comparativ cu activitatea
enzimatica inregistrata initial la 25°C.
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Figura 5.18. Stabilitatea la presiune inalta a PFO din prune

Prin tratamentul la presiunea de 500 MPa timp de 20 de minute, la temperatura de 50°C,
s-a obtinut o inactivarea de 25% a activitatii extractului enzimatic, in timp ce, la presiunea de
700 MPa, dupa 20 de minute si la temperatura de 50°C, enzima fsi pierde doar 28% din
activitatea enzimatica initiald. Tn urma experimentelor efectuate s-a observat c& PFO extrasa din
prune prezinta stabilitate la tratamentul cu presiune inalta.

5.2. Caracterizarea biochimica a peroxidazei din prune
5.2.1. Introducere

Toate plantele sunt bogate in POD. Surse excelente sunt hreanul si ridichea neagra.
Peroxidazele din tesuturile vegetale lezate sau sectionate, oxideaza polifenolii pe care-i
transforma in chinone de culoare inchisa, afectadnd culoarea fructelor si legumelor in timpul
prelucrarii lor, provocand procesul de imbrunare enzimatica, proces ce prezinta o importanta
deosebita in industria alimentara. Avand in vedere importanta practica a peroxidazelor, studiul
enzimelor din diferite surse si caracterizarea comportamentului cinetic prezintd importanta
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deosebita in cercetarea fundamentala si aplicativa. in acest contex se inscrie si studiul POD
extrase din prune (Prunus domestica), avand in vedere datele limitate existente in literatura de
specialitate referitoare la peroxidazele din aceasta sursa.

5.2.2. Materiale si metode

Materialele si reactivii utilizati sunt similare cu cele prezentate in subcapitolul 5.1.2. in
plus s-au mai utilizat guaiacol, pirogalol si peroxid de hidrogen, de puritate analitica.
Investigatiile au fost similare cu cele prezentate la subpunctul 5.1.2.

5.2.3. Rezultate si discutii
5.2.3.1. Extractia si purificarea partiala a peroxidazei din prune

In figura 5.20 se poate observa, profilul de eluare a extractului partial purificat prin
precipitare cu sulfat de amoniu aplicat pe coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin
interactiuni hidrofobe). Prin eluarea in gradient liniar cu solutie 20 mM tampon fosfat (pH 7,0) au
fost evidentiate doua peak-uri distincte, ce au prezentat valori diferite ale absorbantei la 280 nm.
In ceea ce priveste activitatea enzimatica relativa, valoarea determinata in peak-ul 1 este cu
aproximativ 40% mai mica decét valoarea determinata in peak-ul 2.

3500 T Peak 1 r 120 c).’>
€ 3000 - . 100 5
c 2
S 2500 - @
8 g0 B
8. 2000 - R
= - 60 3
2 1500 - 2
8 - 40 8(
2 1000 - g
500 - - 20 =
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Numarul de fractiuni
—— Absorbanta (280 nm) —#— Activitate POD (470 nm)

Figura 5.20. Profilul de eluare a extractului partial purificat in urma precipitdrii cu sulfat de
amoniu prin coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin interactiuni hidrofobe) in
functie de absorbanta la 280 nm si activitatea enzimatica relativd a POD

in figura 5.21, se poate observa profilul de eluare a fractiunii active colectatd si
concentrata prin liofilizare de pe coloana HiPrep Phenyl FF 16/10 (cromatografie prin
interactiuni hidrofobe) aplicata pe coloana Mono Q 5/50 GL (cromatografie prin schimb ionic).
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Prin eluarea in gradient vertical (0-100%) cu o solutie 20 mM tampon fosfat si NaCl 1,0 M (pH

7,0), s-a observat prezenta unui singur peak (figura 5.21).

Figura 5.21. Profilul de eluare a fractiunii active colectata de pe coloana HiPrep Phenyl FF
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16/10 (cromatografie prin interactiuni hidrofobe) aplicata pe coloana Mono Q 5/50 GL
(cromatografie prin schimb ionic) in functie de absorbanta la 280 nm si activitatea enzimatica
relativéd a POD

Ultima etapa de purificare, prin cromatografie prin schimb ionic, a evidentiat un factor de
recuperare destul de mic si anume 3,79, in timp ce valoarea pentru activitatea enzimatica
specifica a crescut de doua ori fatd de cea de-a doua fractiune colectatad prin cromatografie prin
interactiuni hidrofobe (HIC). Activitatea specifica pentru ultima etapa de purificare a fost de

2345865 unitati/mg. Aceasta activitate corespunde factorului de purificare de 26,33.

Tabelul 5.8. Gradul de purificare al POD si determinarea continutului de proteine prin metoda

Bradford
. Proteine | Activitate Activitate Grad
. Volum | Proteine LT PN Grad

Fractiunea mL) | (mg/mL) totale enzimatica specifica urificare | "€cuperare

9 (mg) totala (unitati/mg) | P (%)
Extract brut 700 2,031 1421,7 | 126631579 89071 1 100
Precipitare
cu 30-90% 100 1,134 113,4 40601504 358038 4,01 24,87
(NH4)2SO4
HIC peak | 7 0,139 0,973 780000 801644 9 11,11
HIC peak I 5 0,027 0,135 180451 1336675 15 6,67
Mono Q 7 0,025 0,175 410526 2345865 26,33 3,79

5.2.3.2. Masa moleculara a peroxidazei din prune

Pentru a se determina gradul de puritate si masa moleculara a POD extrasa din prune s-
a tinut cont de factorul de migrare relativa (Rf) al acestei proteinei in gelul SDS-PAGE, prin
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raportarea acestuia la ecuatia de regresie a curbei standard (figura 5.22). Astfel, masa
moleculara pentru POD, obtinuta prin procesul de purificare cromatografica, prin interactiuni
hidrofobe (liniile 2 si 6) urmata de cea prin schimb ionic (liniile 3 i 7), a fost estimata la valoarea
de 58 kDa.

Prin migrarea extractului proteic, partial purificat cu persulfat de amoniu, in gel, in
conditii nedenaturante s-a evidentiat o singura benda rezultata din activitatea enzimatica a POD
asupra solutiei de guaiacol 0,08 M cu 3% apa oxigenata, pH 6,5. Astfel, prin incubarea gelului in
substratul specific pentru POD, timp de 30 de minute s-a identificat singura banda de culoare
caramizie, corespunzatoare acestei enzime (figura 5.22 — linia 8).

POD
KDa  standard HIC Mono Q Extractbrut Standard HIC Mono Q Nativ

5 6 7 8

Figura 5.22. Electroforeza in gel a extractului brut si a fractiunilor ce au prezentat activitate
enzimatica pentru POD. Liniile 1-4 (SDS-page, colorare cu albastru briliant de Coomassie G-
250; liniile 5-8 (SDS-page, colorare cu nitrat de argint). Liniile 1 si 5 - Marker molecular
Precision Plus Protein Dual Xtra; Liniile 2 si 6 — extract purificat pe HiPrep Phenyl FF 16/10;
Liniile 3 si 7 — extract purificat pe Mono Q 5/50 GL; Liniile 4 si 8 — Extract brut; Linia 5 (Native —
page) — extract brut.

5.2.3.5. Efectul pH-ului asupra proprietatilor catalitice ale peroxidazei

Stabilitatea la pH a peroxidazei extrase din prune

Stabilitatea POD a fost evaluata pe parcursul a trei zile. Enzima a fost termostatata la
valori de pH cuprinse intre 3,0-9,0, rezultatele fiind prezentate in figura 5.28. Cele mai mari
valori ale activitatii enzimatice relative au fost obtinute pentru valoarile de pH 6,5 si 7,0, acestea
fiind Tn concordanta cu valorile obtinute la determinarea pH-ului optim de activitate. La valorile
de pH 3,0; 4,0 si 5,0 POD extrasa din prune isi mentine 29%, 20% si respectiv 30% din
activitatea enzimatica initiala, dupa 48 h de la inceputul experimentului.
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Enzima prezinta stabilitate in domeniul de pH acid, mentinandu-si peste 70% din
activitatea enzimatica, in timp ce, ih domeniul de pH alcalin, POD isi mentine peste 60% din
activitatea enzimatica maxima.

Cea mai mare stabilitate a enzimei se poate observa la valoarea de pH 6,5, valoare
corespunzatoare valorii de pH optim, cu o pierdere de, aproximativ, 30%, dupa 72 de ore de
tratament, comparativ cu activitatea initiala.
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Figura 5.28. Stabilitatea la pH a POD
5.2.3.6. Efectul temperaturii asupra peroxidazei

Stabilitatea la temperatura a peroxidazei

Pentru a determina stabilitatea la temperatura a POD extrase din Prunus domestica,
enzima a fost termostatata la temperaturi cuprinse intre 25-85°C, pentru perioade de timp de
10, 15 si 20 minute, comparativ cu enzima netratata termic. Rezultatele obtinute (figura 5.30.)
atesta faptul ca valoarea maxima a activitatii enzimatice a fost obtinuta la temperatura de 25°C.
Activitatea POD este cu 37% mai redusa la temperatura de 70°C, iar cea mai mica valoare, de
25%, a fost obtinuta la temperatura de 85°C, dupa 20 minute de tratament.

Tn ceea ce priveste stabilitatea POD extrasa din prune, enzima prezint o stabilitate mai
ridicata in intervalul de temperatura situat intre 60°C-70°C, mentindndu-si intre 63% - 80% din
activitate. Tn intervalul 75-85°C, activitatea enzimaticd scade brusc iar procesul de inactivare
este mai accentuat.
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Figura 5.30. Stabilitatea la temperaturd a POD din prune

Studiul inactivarii termice a POD extrasa din Prunus domestica s-a realizat in intervalul
de temperatura 60-85°C. in figura 5.31 se prezintd variatia parametrilor cinetici, care au fost
calculati din panta liniara a logaritmului zecimal si timpul de inactivare, la temperatura
constanta.

Conform rezultatelor obtinute se observa ca inactivarea termica a POD extrase din
prune este descrisa de un model de ordinul |, in domeniul de temperatura studiat.

La temperatura de 75°C, POD isi mentine 26,8911,88% din activitatea enzimatica
initiala, dupa 30 de minute de tratament termic, iar la temperatura de 85°C, enzima isi mentine
doar 24+1,31% din activitatea inregistrata initial, dupa 20 minute de tratament termic.

Timp, minute
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

E60°C m65°C m70°C m75°C m80°C m85°C

Figura 5.31. Corelatiile liniare ce descriu inactivarea termica a POD din prune
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5.2.3.7. Stabilitatea la presiune inalta a peroxidazei

Pentru a determina stabilitatea la presiune inalta a POD extrasa din Prunus domestica,
enzima a fost tratata la trei temperaturi diferite (10°C, 30°C, 50°C), prin presurizarea probelor,
timp de 20 minute, in domeniul de presiune cuprins intre 300-700 MPa.

in figura 5.33, sunt prezentate valorile activitatii enzimatice ale POD extrasa din prune,
astfel incat la presiunea de 300 MPa, dupa 20 de minute de tratament, la temperatura de 50°C,
se observa o inactivare redusa a enzimei cu numai 32% raportat la activitatea enzimatica
inregistrata initial la temperatura de 25°C.

La presiunea de 500 MPa, se poate observa o inactivare a enzimei de 23,88%, dupa 20
de minute de tratament, la temperatura de 50°C, in timp ce, la 700 MPa, dupa 20 de minute si
la temperatura de 50°C, enzima Tsi pierde doar 26,98% din activitatea enzimatica initiala. in
urma experimentelor efectuate, se poate aprecia ca POD extrasa din prune prezinta stabilitate,
la tratament combinat presiune Thalta-temperatura, intr-un domeniu larg de valori.
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Figura 5.33. Stabilitatea la presiune inalta si temperaturi diferite a POD din prune

5.3. Concluzii partiale

Cercetarile au urmarit fundamentarea cunostintelor referitoare la extractia si caracterizarea PFO
si a POD extrase din prune autohtone, specia Prunus domestica, avand in vedere implicatiile
practice ale acestor enzime in stiinta si ingineria alimentelor, dar si in alte domenii, industria
farmaceutica, industria cosmetica si in procese de bioremediere.

Extractul enzimatic partial purificat utilizat in experimente s-a caracterizat printr-un continut de

proteine de 0,175 mg, prezentand activitate enzimatica atat pentru PFO cat si pentru POD.
Gradul de purificare pentru PFO a fost de 32,81 iar gradul de recuperare a fost de 3,04%, in
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timp ce pentru POD s-a inregistrat un grad de purificare de 26,33, cu un factor de recuperare de
3,79%.

Inurma reactiilor specifice enzima-substrat s-au putut identifica cele doua enzime, inclusiv dupa
migrare in gel de poliacrilamida, in conditii nedenaturante si, totodata s-a realizat o estimare a
maselor lor moleculare, in functie de migrarea relativa a acestora comparativ cu markerul
proteic, in prezenta compusilor denaturanti. Astfel, masa moleculara calculata pentru PFO a
fost de aproximativ 65 kDa, in timp ce pentru POD s-a estimat la aproximativ 58 kDa.

PFO prezinta cea mai mare afinitate pentru substratul catechol, valorile parametrilor cinetici fiind
Km 26,3%4,4 mM, iar Vnax a fost de 1193,4168,05 DO/min, in timp ce POD prezinta cea mai
mare afinitate pentru substratul guaiacol, parametrii cinetici fiind de K, 11,3+6.98 mM, iar Vpax @
fost de 1749+587,7 DO/min.

Cei mai eficienti inhibitori ai celor doua enzime extrase din prune s-au dovedit a fi acidul
ascorbic si L-cisteina.

Enzimele prezinta o stabilitate ridicata in domeniul de pH 4,0 - 6,0 cat si in domeniul de
temperatura 50-60°C.

Fenomenul de inactivarea termica a celor doua enzime urmeaza modele cinetice de ordinul I, la
temperaturi cuprinse intre 60-85°C.

In ceea ce priveste tratamentul la presiune inaltd, PFO extrasa din prune este destul de stabila,
la presiuni cuprinse intre 300-700 MPa, 50°C, enzima isi mentine peste 65% din activitatea
enzimatica inregistrata initial dupa o perioada de 50 de minute, comparativ cu POD care fsi
mentine peste 43% din activitatea enzimaticad determinata initial, in aceleasi conditii de
tratament.

6. Concluzii generale

Teza de doctorat a vizat studiul comportamentului tehnologic si molecular precum si a
proprietatilor catalitice ale enzimelor oxidative implicate in oxidarea compusilor fenolici, cu
impact in imbrunarea enzimatica a produselor vegetale neprocesate. Pe baza rezultatelor
experimentale obtinute si a concluziilor partiale prezentate la finalul fiecarui capitol din partea
experimentala, sunt evidentiate sumativ o serie de concluzii generale, dupa cum urmeaza:

Spectroscopia de luminescenta si tehnicile de analiza in silico, care au fost utilizate ca mijloc de
monitorizare a modificarilor conformationale, au relevat ca enzimele oxidative trec printr-o serie
de transformari moleculare ce includ procese de depliere, pliere, oligomerizare, subliniind astfel
prezenta unor specii moleculare susceptibile la transformari induse de tratamentele termice si
fn urma modificarii pH-ului.
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Moleculele enzimelor parcurg etape de tranzitie, pana ajung la o stare de depliere si expunere a
resturilor hidrofobe in domeniul de pH acid si la temperaturi ridicate, in timp ce, in domeniul
alcalin si la temperaturi joase, acestea prezinta o structura compacta.

Polifenoloxidaza si peroxidaza din prune, specia Prunus domestica, pot fi extrase si purificate
partial, prin precipitarea cu sulfat de amoniu, cromatografie prin schimb ionic si cromatografie
prin interactiuni hidrofobe, obtinandu-se un grad destul avansat de purificare.

Conditiile optime de activitate pentru cele doua enzime au fost stabilite a fi temperatura de 25°C
si pH 6,0 pentru polifenoloxidaza si, respectiv, pH 6,5 pentru peroxidaza, utlizdnd ca substrat
catechol 0,01 M, pentru polifenoloxidaza si guaiacol 0,08 M, pentru peroxidaza.

Cei mai eficienti inhibitori ai celor doua enzime oxidative extrase din prune s-au dovedit a fi
acidul ascorbic si L-cisteina.

Enzimele prezinta stabilitate ridicata in domeniul de pH acid si la temperaturi cuprinse in
domeniul 50-60°C. Inactivarea termica a celor doua enzime urmeaza modele cinetice de ordinul
I, in domeniul de temperaturi cuprinse intre 60-85°C.

In ceea ce priveste tratamentul la presiune inaltd, la presiuni cuprinse intre 300-700 MPa Si
temperaturi de 10-50°C, enzimele oxidative extrase din prune prezinta o stabilitate ridicata, fiind
astfel necesar un tratament mai agresiv, prelungit, pentru inactivarea acestora.

In prezent, intelegerea detaliatd si completd a functionérii polifenoloxidazei si peroxidazei din
surse vegetale ramane inca dificila, din cauza purificarii ingreunate si existentei numeroaselor
izoforme, latente sau active.

Studiile realizate au valoare de cercetare fundamentala si aplicativa, datele obtinute putand
constitui elemente de referin{a pentru extractia si caracterizarea unor enzime oxidative din surse
noi sau pentru stabilirea unor conditii eficiente de procesare a fructelor si legumelor care sa
asigure stabilitatea biochimica a produselor finite, in acord cu standarde moderne de calitate.

7. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective

Originalitatea cercetarilor efectuate, in conformitate cu obiectivele stiintifice ale tezei de
doctorat, se concretizeaza printr-o serie de elemente de noutate, care sporesc valoarea
stiintifica a studiilor efectuate. Astfel, contributiile originale ale tezei de doctorat pot fi rezumate
dupa cum urmeaza:

S-au studiat in detaliu modificarile conformationale induse de diferite valori ale pH-ului si ale
temperaturii Tn moleculele de tirozinaza si peroxidaza prin utilizarea tehnicilor de spectroscopie
de fluorescentd si tehnicilor de analiza in silico pentru a stabili corelatiile proces-structura-
functie. Combinarea acestor abordari este destul de limitata in literatura de specialitate, ceea ce
ofera numeroase date originale cu valoare de cercetare fundamentala si aplicativa

Din punctul de vedere al cercetarii, functionalitatii si a stabilitatii polifenoloxidazei si peroxidazei,
desi cele doua enzime oxidative, au fost studiate in numeroase ocazii, caracterizarea enzimelor
extrase din prune (Prunus domestica) autohtone nu s-a realizat pana in prezent.
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Din punct de vedere practic, cunoscand conditile de pH, temperatura si presiune care pot
induce inactivarea enzimelor oxidative, se asigura premise importante pentru imbunatatirea
calitatii senzoriale a fructelor, legumelor si a produselor derivate, in stare proaspatd sau
procesate. Datele obtinute constituie elemente de referinta pentru cercetarile viitoare, cu
importanta stiintifica si aplicativa pentru intelegerea modificarilor conformationale survenite in
urma unor tratamente implicate in procesare si stabilirea unor tehnici eficiente si moderne de
tratament a fructelor si legumelor, asigurand astfel calitatea produselor obtinute.

Testarea potentialului oxidativ al polifenoloxidazelor si peroxidazelor purificate, dupa extractia
din Prunus domestica, asupra celulelor maligne, poate reprezenta un pas important spre noi
cercetari aplicative din domeniul medical cat si din cel farmaceutic.

Totodata, determinarea structurii cristalografice a acestor enzime, creeaza noi perspective cu
implicatii deosebite in biotehnologia moderna.

8. Diseminarea rezultatelor cercetarilor

Diseminarea rezultatelor cercetarilor efectuate pe parcursul studiilor doctorale s-a materializat
prin publicarea sau comunicarea unor lucrari stiintifice dupa cum urmeaza:

A. Articole publicate in reviste cotate ISI

1. lonita, E., Aprodu, I., Stanciuc, N., Rapeanu, G., Bahrim, G., 2014. Advances in
structure-function relationships of tyrosinase from Agaricus bisporus — Investigation on
heat-induced conformationla changes. Food Chemistry, 156, 129-136.

2. lonita, E., Stanciuc, N., Aprodu, l., Rapeanu, G., Bahrim, G., 2014. pH-induced
structural changes of tyrosinase from Agaricus bisporus using fluorescence and in silico
methods. Journal of the Science of Food and Agriculture, 94(11), 2338-2344.

3. Stanciuc, N., Aprodu, I, lonita, E., Bahrim, G., Rapeanu, G., 2015. Exploring the
process—structure—function relationship of horseradish peroxidase through investigation
of pH- and heat induced conformational changes. Spectrochimica Acta Part A: Molecular
and Biomolecular Spectroscopy, 147, 43-50.

4. lonita, E., Gurgu, L., Stanciuc, N., Aprodu, l., Bahrim, G., Rapeanu, G., 2016.
Characterization, purification and temperature/pressure stability of polyphenol oxidase
extracted from plums (Prunus domestica). Manuscris in pregatire, 2016.

5. lonita, E., Gurgu, L., Stanciuc, N., Aprodu,l., Bahrim, G., Rapeanu, G., 2016. Extraction,

partial purification and processing stability of peroxidase extracted from plums (Prunus
domestica). Manuscris in pregatire, 2016.
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B. Articole publicate in reviste indexate in baze de date internationale

1. Elena lonita, 2013. Plant polyphenol oxidase: Isolation and characterization. Innovative
Romanian Food Biotechnology, 13, 1-10.

C. Lucrari comunicate la manifestari stiintifice internationale

1. Elena lonita, Gabriela Rapeanu, Nicoleta Stanciuc, Istvan Dalmadi, luliana Aprodu,
Gabriela Bahrim, Thermal and High Pressure Stability of Peroxidase Extracted from
Plums. European Biotechnology Congress, 7-9 mai 2015, Bucuresti, Romania.

2. Elena lonita, Madalina Munteanu, Nicoleta Stanciuc, Gabricla Répeanu, Gabriela
Bahrim, Extraction and characterization of peroxidase from red plums (Prunus
domestica). Al 7-lea Simpozion International EuroAliment, 24-26 septembrie 2015,
Galati, Romania.

3. Elena lonita, Nicoleta Stanciuc, Gabriela Rapeanu, Gabriela Bahrim, Investigations on
pH Induced Structure-Function Relationships of Tyrosinase from Agaricus bisporus. Al 6-
lea Simpozion International EuroAliment, 3-5 octombrie 2013, Galati, Romania.

4. Elena lonita, Nicoleta Stanciuc, Gabriela Rapeanu, luliana Aprodu, Gabriela Bahrim,
Extraction and partial purification of polyphenol oxidase from Prunus domestica. Al 13-
lea Simpozion International "Perspective ale agriculturii mileniului 3", 25-27 Septembrie
2014, Cluj-Napoca, Romania.

D. Lucrari comunicate la manifestari stiintifice nationale

1. Elena lonita, Nicoleta Stanciuc, Gabriela Bahrim, The pH and heat-induced structural
changes of tyrosinase from Agaricus bisporus using fluorescence spectroscopy.
Conferinta Stiintifica a Scolilor Doctorale din UDJ — Galati CSSD-UDJG, 16-17 mai 2013,
Galati, Romania.

2. Elena lonita, Nicoleta Stanciuc, Gabriela Rapeanu, Gabriela Bahrim, luliana Aprodu,
Evaluation of pH and heat-induced conformational changes of peroxidase from
Armoracia rusticana using Fluorescence Spectroscopy. Conferinta Stiintifica a Scolilor
Doctorale din UDJ — Galati CSSD-UDJG 2014, 15-16 mai 2014, Galati, Romania.

3. Elena lonita, Nicoleta Stanciuc, Gabriela Rapeanu, luliana Aprodu, Gabriela Bahrim,
Thermal inactivation of polyphenol oxidase extracted from plums (Prunus domestica) — a
kinetic study. Conferinta Stiintifica a Scolilor Doctorale din UDJ — Galati CSSD-UDJG
2015, 4-5 iunie 2015, Galati, Romania.

4. Elena lonita, Leontina Gurgu, Gabriela Rapeanu, Nicoleta Stanciuc, luliana Aprodu,
Gabriela Bahrim, Extraction, purification and biochemical characterization of polyphenol
oxidase and peroxidase from Romanian plums (Prunus domestica). Conferinta Stiintifica
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a Scolilor Doctorale din UDJ — Galati CSSD-UDJG 2015, 2-3 iunie 2016, Galatj,
Romania.
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