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Obiectivele tezei 
 

Teza de față are cinci obiective principale care au fost propuse într-o formă preliminară 

înainte de începerea lucrarii şi a suferit mai multe modificări în timpul derularii tezei. Fiecare din 

acestea conţine mai mulţi paşi principali, care au fost prevăzuţi în proiectul tezei de cercetare sau au 

fost stabiliţi în timpul etapelor de lucru. 

 

1. Determinarea condițiilor optime ale condiţiilor de cultură a Sclerotinia sclerotiorum în vederea 

obţinerii unui randament mărit de lacază 

 Evaluarea mai multor tipuri de medii lichide asupra producţiei de lacază; 

 Evaluarea influenței unor parametrii/condițiile importante asupra producției de lacază de 

ciupercă, cum ar fi: pH-ul, sursa de azot sau carbon, alţi inductori; 

 Evaluarea unor factori fiziologici relevanţi asupra secreţiei de lacază, cu scopul de a 

determina rolul fiziologic al acesteia; 

2. Izolarea, purificarea și caracterizarea lacazei din Sclerotinia sclerotiorum  

 Stabilirea de protocoale adecvate pentru izolare și purificarea lacazei utilizând procedee 

cromatografice şi electroforetice; 

 Determinarea activitaţii specifice și proprietăților biochimice (Km, kcat, pH-ul optim, 

termostabilitatea, selectivitatea de substrat) ale enzimei purificate; 

 Caracterizarea spectrală a enzimei purificate (UV-VIS, CD, EPR, MS); 

3. Elucidarea mecanismului reacțiilor catalizate de enzima pură 

 Caracterizarea unor intermediari de reacție posibili și a cineticii acestora; 

 Studiul interacțiunii enzimă - substrat; 

4. Aplicații ale lacazei din S. sclerotiorum 

 Stabilirea de protocoale adecvate pentru evaluări activităților prooxidante și antioxidante ale 

polifenolilor și ale unor extracte naturale; 

5. Studii teoretice și experimentale ale unor compuși model pentru lacază 

 Evaluarea reactivității față de unii liganzi și substraturi de lacază a unor complecşi de cupru; 

 Studii teoretice ale unor complecşi de cupru, modele pentru centrele de cupru din lacază 

privind reactivitatea și comportamentul lor spectral. 
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Introducere generală 
 
 
 

n rol foarte important în metabolismul celular îl joacă proteinele care au ca şi cofactor 

unul sau mai mulţi atomi de cupru. Ele sunt implicate în fotosinteză, fosforilarea 

oxidativă, homeostazia ionilor metalici şi în catabolismul a numeroşi nutrienţi. 

Principalele reacţii în care sunt implicate proteinele cu cupru sunt cele de transfer electronic, aceasta 

datorită capacitaţii cuprului de a exista în două stări de oxidare Cu+ şi Cu2+. Atomul de cupru are o 

astfel de sferă de coordinare asigurată de structura apoproteică astfel încât trecerea de la o stare de 

oxidare la alta să fie fezabilă din punct de vedere termodinamic. 

 Cele mai simple proteine care functionează pe bază de cupru sunt plastocianinele şi azurinele, 

ele fiind de regulă implicate în reacţii cu transfer de electroni. Alte proteine, mai complexe, cu mai 

mulţi atomi de cupru în situsul activ cum ar fi galactozooxidaza, nitrit reductaza, ceruloplasmina, 

ascorbat reductaza, feredoxina, bilirubinoxidaza şi nu în ultimul rând lacaza, sunt implicate în reacţii 

de transfer a mai multor electoni, în acelaşi timp, de la un substrat redus la unul oxidat, reducându-l 

pe acesta din urmă.  

Lacaza (p-difenol:dioxigen oxidoreductaza) este o oxidoreductază (EC 1.10.3.2) cu patru 

atomi de cupru în situsul activ şi care catalizează oxidarea monoelectronică a patru substraturi reduse, 

de regulă fenoli sau amine aromatice, cuplată cu reducerea oxigenului molecular la apă. Lacaza este 

una din cele mai vechi enzime studiată vreodată, pentru prima dată fiind descrisă de către Yoshida în 

1883 şi categorisită de către Bertrand în 1895 ca fiind o oxidază care conţine cupru. Totuşi, doar în 

ultimele zeci de ani, când s-a descoperit că lacaza face parte din arsenalul de enzime implicate în 

degradarea lemnului de către ciupercile degradatoare, atenţia faţă de aceste enzime a sporit mult. Un 

intrest mai recent care a dus la studiul acestei enzime este implicarea acestia în virulența unor 

ciuperci fitopatogene, cum este şi cazul tezei acesteia. 

Actualmente, această enzimă este tema centrală a multor grupuri de cerecetare, atât datorită 

curiozităţii ştiinţifice cât şi a numeroaselor sale aplicaţii în biotehnologie şi bioanalitică. 

U 
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Conţinutul tezei 
 

Primul capitol descrie cele mai recente cercetari cu privire la caracteristicile generale ale 

structurii lacazelor, precum și cu privire la structurile și proprietățile situsurilor active, împreună cu 

mecanismele de reacție acceptate astazi. Lacaza (p-difenol: dioxigen oxidoreductaza), una dintre cele 

mai vechi enzime descoperite, conține patru ioni de cupru în doua situsuri active și catalizează 

oxidarea monoelectronică de substraturi, cum ar fi fenolii și derivații acestora, sau amine aromatice, 

cuplată cu reducerea oxigenului molecular la apă. Mecanismul catalitic a fost studiat timp de mai 

multe decenii, dar nu este încă complet elucidat, în special în ceea ce privește reducerea dioxigenului 

la apă. Caracteristicile structurale cheie ale acestei enzime sunt în curs de cercetare în mai multe 

grupuri de cercetare folosind tehnici, cum ar fi difracţia de raze X, de electroni, spectroscopia de 

rezonanţa electronică de spin (RES), mutageneza dirijată. Interesul mărit în studiul lacazelor se 

explică prin numărul mare de aplicaţii în biotehnologie. Distribuția lor în natură, rolul fiziologic, cele 

mai utilizate metode de purificare și proprietățile biochimice precum și parametrii utilizați pentru 

caracterizarea lor sunt, de asemenea, descrise în acest capitol. Numeroase aplicații ale lacazelor cum 

ar fi industria textilă, prelucrarea lemnului, producţia de hârtie, industria farmaceutică, chimică și 

altele sunt descrise ulterior. Unele aspecte biologice cu privire la ciuperca fitopatogenă Sclerotinia 

sclerotiorum și motivele pentru folosirea acestui organism ca sursă de lacază sunt prezentate la 

sfârșitul capitolului. În ultima parte a capitolului, sunt discutaţi unii complecşi de cupru utilizaţi ca 

modele pentru situsurile active ale lacazelor. 

Capitolul al doilea descrie factorii care afectează producția de lacază din ciuperca 

fitopatogenă Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Raportul carbon/azot pare a fi de mare 

importanță. Mai degrabă decât un simplu mediu bogat în nutrienţi cu conţinut mare în azot, extractul 

de drojdie se comportă ca un adevărat inductor de lacază, aparent acționând printr-un mecanism de 

stres. Extract-ul de Chelidonium majus, un agent antifungic cunoscut, acționează într-o manieră 

similară. Datele experimentale arată că compusul (-şii) în extractul de drojdie responsabil pentru 

inducerea lacazei este cel mai probabil o molecula organică hidrolizabilă. Ambele extracte reduc 

biomasa și numărul de scleroţi, dar şi o crestere a activitatii lacazice cu un ordin de mărime față de 

control. pH-ul mediului, un factor virulent bine-cunoscut pentru aceasta ciupercă, de asemenea, 

acţionează ca un inductor de lacază adevărat, deși printr-un mecanism diferit decât cele două 
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extracate. Efectul pH-ului pare să fie legat de cinetica de acidifiere a mediului extracelular în timpul 

dezvoltării ciupercii. O serie de alți inductori de lacază cunoscuţi s-au găsit că sporesc producția de 

lacază cel de două ori. 

Capitolul trei conține informații cu privire la producerea, purificarea și caracterizarea lacazei 

din ciuperca fitopatogenă Sclerotinia sclerotiorum. Acestă lacază este identificată prin spectrometrie 

de masă, cu o acoperire secvență de 74,9% (458/577 AA), arătând că proteina este identic sau foarte 

omologă cu o oxidoreductază prezisă din această specie (A7EM18 în baza de date Uniprot); cea mai 

apropiată proteină de aceasta prezisă din proteinele omoloage anterior izolate este lacaza din ciuperca 

Melanocarpus albomyces, cu doar 35% din identitate. Caracteristicile spectrale UV-vis ale acestei 

lacaze o clasifică drept o lacază „galbenă”. Spectrul RES demonstrează totuși o asemănare cu 

lacazele albastre – având lămurit centrul de tip T1 care nu este detectabil în UV-vis. Prezența 

cuprului de tip T3 a fost dovedită prin spectrul de fluorescenţă si de banda de la 330 nm din spectrul 

UV-vis. Lacaza purificată are o masă moleculară aparentă de 70 kDa și este un monomer. Valorile de 

Km şi kcat au fost determinate pentru ABTS, 2,6-dimethoxyphenol, p-fenilendiamină și guaicol și sunt 

tipice unui lacaze. Valoarea pH-ului optim este în jurul valorii de 4, cu excepția ABTS-ului, pentru 

care activitatea creşte linear odată cu creşterea acidităţii. Activitatea lacazică mare din mediul de 

cultură lichid, face din Sclerotinia sclerotiorum o sursă utilă de lacază pentru aplicații practice. 

În capitolul patru este furnizat pentru prima dată, o dovadă că lacaza „galbenă” izolată din 

Sclerotinia sclerotiorum este obținută dintr-o formă „albastră” printr-o modificarea covalentă, dar 

reversibilă, cu un produs de natura polifenolică. În lacazele „galbene” lipsește banda tipică celor 

„albastre” din spectrul UV-vis, cauzată de centru de tip T1, în jurul valorii de 600 nm, dar sunt totuși 

oxidaze cu mai mulţi atomi de cupru, cu proprietăți de lacază. După separarea polifenolilor, se obţine 

o lacază „albastră”. Folosind ABTS-ul ca substrat pentru această enzimă „albastră”, se formează un 

adduct violet, cu un spectru aproape identic cu cel al aductului formatat din ABTS-ul radicalic si 

tirozină. Această modificare crește semnificativ stabilitatea și afinitatea substratului enzimei, ne 

acţionând în calitate de mediator legat, ci printr-o activare alosterică care modifică, de asemenea, 

situsul de tip T1. Astfel, lacază „galbenă” din S. sclerotiorum este o lacază „albastră”, care se 

activează autocatalitic prin interacţiunea cu un substrat radicalic. 

Capitolul al cincilea conține numeroase rezultate în ceea ce privește unele aplicaţii ale 

enzimei purificate în vederea evaluării proprietăților antioxidante și prooxidante ale unor fenoli şi 

extracte de propolis. O specie tranzitorie a fost detectată cu spectroscopia UV-vis şi RES în timpul 

oxidării catalitice a quercetinei de către lacază, această specie este desemnată ca fiind un radical 
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derivat de quercetină, aceasta fiind dovedit prin spectrele RES precum și pe baza spectrelor UV-vis 

similare cu datele raportate anterior pentru acest radical quercetil obtinut prin metode neenzimatice. 

Formarea și descompunerea acestei specii se corelează bine cu reactivitatea prooxidantă manifestată 

de flavonoide în prezența lacazei. Un protocol pentru evaluarea reactivităţii prooxidante a compuşilor 

naturali este propusă pe baza rezultatelor raportate aici; acest test are avantajul utilizării unui proces 

relevant biologic (oxidarea hemoglobinei), precum și de a nu avea nevoie de agenți de oxidare, cum 

ar fi peroxidul sau superoxidul. Corelațiile, sau lipsa acestora, între parametrii activităţii prooxidante 

și potențialele redox, capacitățile antioxidante și lipofilicitatea, sunt analizate. Unele metode noi 

pentru evaluarea activităţii antioxidante a extractelor naturale sunt, de asemenea, descrise. De 

remarcat este faptul că lacaza folosită în acest studiu are asemănări structurale și de reactivitate cu o 

serie de alte proteine, care include ceruloplasmina. 

Ultimul capitol al tezei de doctorat cuprinde rezultatele privind modelarea moleculară a unor 

complecşi de cupru şi ale centrului T1 și experimentele care descriu reactivitatea acestora faţă de unii 

liganzi sau parteneri redox. Lacazele conțin un centru de cupru mononuclear cunoscut sub numele de 

"tip-1" (T1), și este considerat ca fiind sediul acceptor de electroni de la substraturi organice în timpul 

ciclului de catalitic. Un grup mic de lacaze sunt, de asemenea, cunoscute pentru faptul că nu dispun 

banda de la 600 nm și, prin urmare, nu au culoarea albastră şi sunt numite "lacaze galbene". În prima 

secțiune este raportat utilizarea de calcule semiempirice (Zindo / S-CI), cu scopul de a simula 

spectrele UV-vis şi alţi parametrii spectrali pentru centru T1, precum şi încercarea de a atribui 

elemente geometrice și electronice structurii care poate cauza culoarea acestei enzime. Banda de la ~ 

600-nm apare în principal din transferul de sarcină de la sulf la cupru, și în această secţiune sunt 

identificate distorsiuni puternice pentru a permite deplasarea acesteia cu mai mult de 200 nm și/sau 

dispariţia acesteia. În a doua secțiune, unele porfirine de cupru sunt analizate în ceea ce privește 

reactivitatea acestora față de unele substraturi pentru lacază și faţă de alți compuși activi redox. 

Porfirinele de cupru sunt, în general, cunoscute pentru reactivitatea mai redusă, comparativ cu 

omologii lor de fier. În această parte, este examinată o profirină de cupru hidrosolubilă pentru 

abilitatea sa de a se angaja în reacţii care implica interacţiunea axială la cupru. Deși spectrele UV-vis 

indică o lipsă aşteptată a reactivităţii, spectrele RES dezvăluie o bogăție neașteptată de schimbări în 

structurile electronice la cupru, induse de liganzi, cum ar fi nitritul sau imidazol, dar, de asemenea, de 

către compuşi aparent neasteptaţi pentru liganzi, cum ar fi acidul 2,2 '-azino-bis (3-

ethylbenzthiazoline-6 sulfonic) (ABTS) și gaiacolul, precum și ditionit. O funcție importantă a mai 
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multor proteine cu cupru este de a activa  O2 și de a oxida diverse substraturi organice. Starea de 

oxidare Cu (III) este în general considerată a fi mai puțin accesibilă din cauza potenţialului redox 

Cu(III)/Cu(II) extrem de pozitiv. În ultima parte  a tezei sunt prezentate calcule (DFT) elaborate 

pentru a explora în ce măsură cupru (III) poate fi accesibil într-un mediu de coordonare relevant 

biologic într-un centru de cupru mononuclear, prin ruperea legaturii oxigen-oxigen în complexul de 

cupru. În acord cu concluziile anterioare cu privire la modelele de cupru, complexul de cupru de 

valenţă înaltă, obţinut prin clivajul legăturii O-O, pare să poarte în fapt, ambele echivalente de 

oxidare pe liganzii lor. Suprafața de energie potențială pentru o astfel de reacție arată că în complexul 

de cupru cu trei histidine, clivajul legăturii O-O nu este imposibil, ci mai degrabă defavorizat 

termodinamic. 
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Concluzii generale 
 

 Au fost determinate condițiile optime în care lacaza din S. sclerotiorum este produsă. Natura 

surselor de carbon și cele de azot precum și raportul C/N par a fi de o mare importanță 

pentru producția de lacază în această ciupercă. Mai degrabă decât un nutrient bogat în 

diverse surse de azot, extractul de drojdie se comportă ca un adevărat inductor de lacază, 

acționând aparent printr-un mecanism de stres. Extractul de Chelidonium majus, un agent 

antifungic bine cunoscut, acționează într-o manieră similară. pH-ul mediului, un factor bine-

cunoscut în virulență fitopatogenă pentru aceasta ciuperca, acţionează de asemenea, ca un 

adevărat inductor de lacază, deși printr-un mecanism diferit. Efectul pH-ului pare să fie 

legat de cinetica de acidifiere a mediului extracelular în timpul dezvoltarii ciupercii. Astfel, 

sunt arătate dovezi că această enzimă este implicată în căi de stres, cel mai probabil, 

implicate şi în virulență fitopatogenă. 

 Lacaza din S. sclerotiorum a fost izolată şi purificată, iar proprietățile sale catalitice au fost 

caracterizate. În mod special, deși acestă lacază a fost considerată drept "lacază galbenă" pe 

baza spectrului UV-VIS, centrul de cupru de tip T1 responsabil pentru culoarea albastra a 

lacazelor este totuși observabil în spectrul RES. Măsura în care lacaza din S. sclerotiorum 

poate permite, definirea unui nou tip de lacază (nici "albastră", nici "galbenă") rămâne a fi 

explorat, mai ales că pentru majoritatea lacazelor galbene spectrele RES nu au fost 

raportate; o astfel de clasă ar trebui să fie confirmată. 

 S-au furnizat dovezi directe pentru cazul în care o lacază albastră poate fi convertită într-o 

formă galbenă in vitro de către modificarea covalentă la situsul T1, cauzată de metaboliţi ai 

lacazelor. Mai mult decât atât, această modificare autocatalitică îmbunătățește semnificativ 

proprietățile structurale și calatitice ale enzimei. În esență, lacaza galbenă din S. 

sclerotiorum este intrinsec o oxidaza pe bază de cupru, albastră care este activată la prima 

interacţiune cu un substrat polifenolic. Un rest de tirozină a fost identificat în apropierea 

situsul T1, care poate fi ținta unor astfel de modificări. 

 O specie tranzitorie poate fi detectată cu spectroscopia UV-vis şi RES în timpul oxidării 

catalitice a enzimei de către lacază, această specie este desemnată ca fiind un radical 

quercetil, fapt bazat atât pe spectrele RES, precum și pe baza asemănărilor cu datele 
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spectrale UV-vis raportate anterior în literatură. În plus, această specie se corelează bine cu 

reactivitatea prooxidantă manifestată de flavonoide în prezența lacazei. Pe baza acestor 

rezultate, este propus un protocol care evaluează reactivitatea prooxidantă a compuşilor 

naturali, care are avantajele utilizării unui proces relevant biologic (oxidarea hemoglobinei), 

precum și de a nu avea nevoie de agenți de oxidare, cum ar fi peroxidul sau superoxidul. 

Sunt discutate, de asemenea, diverse corelații, sau lipsa acestora, între parametrii obținuţi cu 

acest protocol și potențialul redox, activitatea antioxidantă, lipofilicitatea. De remarcat este 

faptul că lacaza utilizată în acest studiu are asemănări structurale și de reactivitate cu o serie 

de alte proteine, inclusiv  ceruloplasmina și deţine, de asemenea, similitudini de reactivitate 

cu peroxidazele care conţin hem. În plus a fost propusă, o nouă scară a capacității 

antioxidante care este mai informativă și mai eficientă, şi se obține prin aplicarea PCA-ului 

pe profilele cinetice de stingere a DPPH-ului (2, 2-difenil-1-picrylhydrazyl). În scopul 

acesta, a fost propus un parametru adimensional numit factor de quercetină (QF), care se 

definește prin raportul dintre echivalentul e quercetină în mg/L al probei analizate și 

concentraţia de material corespunzătoare în mg/L. Aplicarea acestei metodologii la alte 

extracte naturale va confirma această nouă metodă de evaluare a activităţii antioxidante. 

 Chimia coordinativă a porfirinelor de cupru este evident mult mai complexă decât a fost 

descrisă anterior, iar spectroscopia RES, şi nu doar spectroscopia UV-vis este metoda de 

alegere pentru investigarea reactivităţii acestora. 

 Folosind diverse metode computaţionale au fost identificate unele modificări structurale de 

torţiune şi elongare care permit un centru tri-coordidat de cupru “albastru” să îşi piardă 

banda caracteristică de la 600 nm, care este responsabilă pentru culoarea albastra a lacazelor 

comune, atât prin deplasarea acesteia cu aproximativ 200 nm cât şi în unele cazuri prin 

scăderea coeficientului de extincţie. Cu toate acestea, calculele DFT sugerează că astfel de 

modificări ar putea fi, de asemenea, detectate şi în spectroscopia RES. 

 Spre deosebire de stările de înaltă-valenţă a complecşiilor de fier sau de de mangan, cele a 

complecşilor de cupru par a nu fi realizabile prin liganzi de tip peroxo- chiar dacă clivajul 

O-O pare să implice în sine bariere reduse de energie; acest lucru poate fi interpretat ca fiind 

cauzat de diferenţe în potenţialul redox, ceea ce face ca liganzii de tip hidroxo, peroxo şi 

oxo să fie mai uşor de oxidat decât ionul de Cu (II). 
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