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INTRODUCERE

Proteinele si peptidele sunt componente biochimice deosebit de importante ale
materiei vii. Functiile biochimice ale proteinelor includ cataliza, transportul prin membrane
sau fluide corporale, contractia musculard, protectia, structura si reglarea metabolica..
Proteinele indeplinesc un rol-cheie in buna functionare si existenta organismelor, iar
homeostazia acestora este asociatd cu bunistarea organismului. In organism peptidele pot fi
obtinute in urma hidrolizei enzimatice a proteinelor, iar succesiunea aminoacizilor dintr-o
proteina este dictatd de secventa de nucleotide dintr-un segment al ADN-ului.

In aceasta lucrare de doctorat s-a explorat complexitatea analizei proteinelor si s-a
propus aducerea unor contributii la imbunatatirea metodologiei de determinare a acestor
bioheteropolimeri. Complexitatea si diversitatea peptidelor si proteinelor se datoreaza atat
particularitatilor legate de conformatie si configuratie a moleculelor acestora. Teza se axeaza
pe metodele, principiile, procedurile, avantajele, dezavantajele si aplicatiile diferitelor
tehnici folosite pentru determinarea proteinelor, care se bazeaza pe caracteristicile unice ale
proteinelor imprimate de secventa unica de aminoacizi. Metode precum Kjeldahl si Dumas
au in vedere determinarea continutului de azot. Spectroscopia in infrarosu se bazeaza pe
absorbtia unei lungimi de undd a radiatiei infrarosii specifice legdturii peptidice.
Interactiunile cupru-legaturad peptidica permit cuantificarea colorimetricd a proteinelor prin
metodele biuret, Lowry si cu acid bicinchoninic (BCA). Aminoacizii specifici pot fi implicati
in mecanismele de detectie ce stau la baza metodelor metodele Lowry, BCA, de legare a
colorantilor si chiar cuantificarea in domeniul UV la lungimea de unda de 280 nm. Metoda
BCA utilizeaza, de asemenea, puterea de reducere a proteinelor Intr-o solutie alcalina.

Metodele de determinare a proteinelor si peptidelor sunt variate. Biochimia
peptidelor are un rol important in studiul lor, precum si in studiul proteinelor si a functiilor
acestora. Determinarea continutului de proteine si peptide in materiale biologice este
esentiala in cercetarea stiintificd. Metodele spectrofotometrice, fluorimetrice,
cromatografice si electrochimice sunt tehnici analitice utilizate pentru cuantificarea acestor
componente in mostre biologice. Sunt analizate, de asemenea metodele de cuantificare a
proteinelor, care includ determinarea concentratiei proteinelor folosind tehnici precum
absorbtia ultravioletd, metoda Lowry, metoda acidului bicinchoninic, metoda Bradford si

metoda Kjeldahl (Pulikkottil, 2024). Determinarea proteinelor din alimente si semintele



plantelor de cultura este de asemenea importanta din motive practice (Chang si Zhang, 2017).
De aceea, aceasta teza de doctorat vizeaza instrumentele, principiile, procedurile, avantajele,
dezavantajele si aplicatiile diferitelor metode de analizd a proteinelor care se bazeaza pe
caracteristicile unice ale acestor macromolecule si aminoacizilor. Anumite metode sunt
implementate ca metode oficiale pentru stabilirea informatiilor nutritionale, insa metodele
rapide pot fi potrivite pentru controlul calitdtii, iar alte metode foarte sensibile sunt necesare
pentru determinarile unor cantitati infime de proteine.

Tema lucrarii de doctorat ,,Metode rapide si sensibile de determinare a proteinelor si
peptidelor” a fost aleasd din mai multe motive si anume: (i) existd o experientd vasta in
domeniul cercetarii proteinelor in cadrul Facultatii de Chimie, conform studiilor realizate
anterior pe aceastd tema si care au fost mentionate in bibliografia aferenta acestei lucrari, (ii)
aplicabilitatii practice a determinarilor in diverse domenii de la medicina la agricultura si la
experimentele de laborator cu elevii, (III) gradul redus de dificultate a masuratorilor
spectrofotometrice si fluorimetrice care permit obtinerea unei game largi de date
experimentale intr-un interval redus de timp, (iv) dar si datorita absentei unor studii bine
fundamentate asupra imbunatatirii metodelor de determinare rapida si sensibila a compusilor
peptidici. Astfel, au fost continuate cercetarile din cadrul universitatii in domeniul
metodologiei de determinare a proteinelor, iar cercetdrile descrise n aceastd lucrare devin
astfel de interes pentru comunitatea stiintifica mondiala, lucru dovedit de impactul acestora
la nivel international.

De mentionat este si importanta determindrii proteinelor, iar pentru aceasta este
semnificativ sa se aleaga tehnica adecvata dintre metodele disponibile (Janairo et al., 2011).
Complexitatea cercetarilor in acest domeniu este legatd si de necesitatea de a cunoaste
intervalul special de concentratie a proteinelor la care este sensibild o analizd. Alegerea
metodei este un factor important in reducerea erorilor si asigurarea unor rezultate mai fiabile
(Miranda, 2024). in plus, se iau 1n considerare mai multi factori, cum ar fi natura proteinei,
natura altor componente prezente in proba si viteza, precizia si sensibilitatea preferata a
analizei. (Zheng si colab., 2017). Acestea si alte metode de analiza a proteinelor difera in
ceea ce priveste viteza si sensibilitatea lor. Din cauza naturii complexe a diferitelor proteine,
se pot intdlni provocari in ceea ce priveste analiza acestora prin metodele existente. Anumite
metode sunt necesare ca metode oficiale pentru stabilirea informatiilor nutritionale, metodele
rapide fiind potrivite pentru controlul calitatii, iar alte metode foarte sensibile sunt necesare
pentru determinari cu o cantitate infima de proteine (Dee si colab., 2024). De aceea, alegerea

metodei de utilizat in masurdtorile proteinelor trebuie facutd cu prudenta pentru a evita



generarea de erori analitice (Miranda, 2024). De toate aceste aspecte s-a tinut cont in
cercetarile descrise Tn aceasta teza de doctorat.

Teza de doctorat ,Metode rapide si sensibile de determinare a proteinelor si
peptidelor” cuprinde 229 pagini, un numar de 92 figuri, 7 tabele si 340 indici bibliografici.
Rezultatele prezentate in partea de contributii personale constituie subiectul a trei articole

stiintifice publicate in jurnale cotate Web of Science a caror factor de impact cumulat este
de 5,3 (Mihalcea, E., Enache, A.C., Gradinaru R.V., Drochioiu, G., 2023; Drochioiu, G.,
Mihalcea, E. si colab., 2024; Mihalcea, E. & Drochioiu, G., 2025) si doua articole stiintifice

publicate in proceeding-urile conferintelor internationale (Darie-Ion, L., Drochioiu, G., Pui,
A., Mihalcea, E., Gradinaru, V. R., Drochioiu, G., 2021) Mihalcea, E., Drochioiu, G., Jitaru,
S. C., Mangalagiu, V., Gradinaru, R.V. 2022).

Autoarea acestei teze de doctorat are calitatea de autor principal la 3 lucrari stiintifice.
Rezultatele cercetarii doctorale obtinute au fost diseminate la conferinte organizate pe plan
national (2) si international (3). Dezvoltarea profesionala a fost facilitata si de implicarea in
proiectul de cercetare ”Programul Operational Capital Uman 2014-2020 ,,Suport educational
si formativ pentru doctoranzi si tineri cercetatori In pregatirea insertiei in piata muncii” Cod
SMIS 2014+: 153322, 2022-2023".

Teza de doctorat cu titlul ,,Metode rapide si sensibile de determinare a proteinelor si
peptidelor” este structurata Tn doud parti principale, o parte teoretica ce cuprinde studiul de
literaturd realizat referitor la tema aleasd si partea de contributii personale in care sunt
prezentare rezultatele originale ale cercetarii doctorale, precum si propriile observatii. Prima
parte contine informatii referitoare la stadiul actual al cunoasterii diferitelor metode folosite
in determinarea proteinelor si peptidelor, fiind Tmpartita in 3 capitole. Au fost incluse aici
informatii legate de structura compusilor cu legdturi peptidice, importanta peptidelor
neuroprotectoare, metodele de sinteza ale peptidelor si principalele metode fizico-chimice
utilizate in caracterizarea structurald si conformationald a compusilor peptidici. Finalul
acestei parti evidentiatd este in directa legatura cu principalele obiective propuse in realizarea
tezei de doctorat.

Partea a doua este una originala si prezinta in detaliu contributiile personale aduse in
domeniul metodologiei de determinare a proteinelor si peptidelor cu referire si la aplicatiile
noilor metode si variante de analizd chimica. Aceasta parte a lucrarii de doctorat este
structurata in 7 capitole, primul ofera informatii legate de materialele biologice, chimicalele

si instrumentele folosite in cercetdrile experimentale, precum §i metodele aplicate in



obtinerea si investigarea compusilor de interes pentru aceastd cercetare. Al doilea capitol
descrie rezultatele obtinute prin aplicarea unei variante noi a metodei biuretului, precum si
aplicarea acestora le determinari ale unor probe reale.

Al treilea capitol descrie posibilitatea folosirii metodelor spectrofotometrice in
caracterizarea peptidelor, avantajele masuratorilor spectrofotometrice n domeniul UV fiind
utilizarea reactiei acidului sulfanilic cu azotitul de sodiu in mediu acid a fost descrisa in
capitolul cinci. Capitolul al saselea cuprinde un studiu fluorimetric al determinarii peptidelor,
aminoacizilor si proteinelor. Ultimul capitol al tezei cuprinde activitatea stiintifica
desfasurata pe parcursul anilor de studiu doctoral si lista lucrarilor publicate.

In cadrul prezentei teze s-a urmarit indeplinirea urmatoarelor obiective:

01 Studiul determindrii continutului de proteine si peptide din materiale biologice cu
metode rapide si sensibile, spectrofotometrice, colorimetrice, fluorimetrice, si
cromatografice;

02 Perfectionarea metodologiei de determinare a proteinelor folosind metoda
biuretului;

03 Studiul interferentei aminoacizilor si a unor compusi chimici din mediul biologic
in analiza proteinelor din organismele vii;

04 Studiul experimental al interactiunii ionilor de cupru cu aminoacizii si alti
compusi interferenti (ex. acizi din ciclul Krebs);

OS5 Diseminarea rezultatelor obtinute prin publicarea acestora In jurnale de
specialitate cu factor de impact si prezentarea acestora la diferite manifestari stiintifice
nationale si internationale.

Pe parcursul cercetarilor, s-au adaugat noi obiective, necesare intelegerii mai
profunde a metodologiei de determinare a proteinelor si peptidelor, cum ar fi:

06 Determinarea proteinelor cu acid sulfanilic diazotat;

O7 Determinarea ionilor de cupru extrasi de catre proteine si peptide in mediu alcalin
cu o reactie bazata pe utilizarea rezorcinei,

08 Metode fluorimetrice utilizate in studiul proteinelor si peptidelor.

Lucrarea se incheie cu concluziile generale care se refera la noutatile aduse de aceasta
tezd de doctorat ca urmare a rezultatelor obtinute, bibliografia, abrevierile si anexa

cuprinzand publicatiile stiintifice sustinute sau aparute in jurnale cu factor de impact.



PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE

II.1. REACTIVIL, INSTRUMENTE SI METODE DE CERCETARE

Albumina serica bovina a fost utilizatd ca proteind standard pentru masuratorile
spectrofotometrice si pentru testarea noilor metode. Aminoacizii au fost cumparati de la
Fluka si Merck, iar acidul sulfanilic si azotitul de sodiu, de la Merck (Darmstadt, Germania).
Alcoolul etilic a fost achizitionat de la Chemical Company S.A. din Iasi, Roméania.

Reactivul Pauly (Ma & Liu, 2023) a fost preparat prin amestecarea volumelor egale
de solutie A si B, astfel: Solutia A a fost preparata prin dizolvarea a 0,1 g de acid sulfanilic
(SA) in 2 mL de NaOH 2,5 M, la care s-au adaugat imediat 20 mL de HCI cu concentratia
1M, iar Solutia B a fost nitritul de sodiu 0,1 M. O curba de etalonare a fost realizatd cu o
solutie de tirozind In domeniul de concentratii 0-100 pg/mL.

Reactivul biuret clasic: consta din diferite cantitati de compusi chimici, cum ar fi
sulfatul de cupru pentahidrat CuSOs:5H20 ¢ = 3,25 g/L, tartratul de potasiu-sodiu
KNaCsH406:4H20 ¢ = 9,02 g/L si NaOH ¢ = 24 g/L. Alti autori recomanda un reactiv biuret
format din 9,00 g/L tartrat sodic de potasiu, 0,024 g/L hidroxid de sodiu, 1,90 g/L sulfat
cupric anhidru si a fost propus si 5,00 g/L iodurd de potasiu (Laurenciano si colab., 2021).
Apoi, se adauga cu agitare 300 ml de NaOH 10% (p/v) la 500 mL de solutie continand 0,3%
sulfat de cupru pentahidrat si 1,2% tartrat de sodiu si potasiu, apoi se dilueaza la un litru.
Reactivul este stabil timp de cateva luni. Daca se adauga un gram de iodurad de potasiu pe
litru si se depoziteaza la intuneric, reactivul devine stabil pe termen nelimitat. Un volum de
probd se amesteca cu doud pana la cinci volume de reactiv; raportul optim depinde de
concentratiile maxime de proteine de determinat. Prezenta proteinelor dd o culoare violet cu
absorbtie maxima in jurul valorii de 550-555 nm; de obicei, se citesc absorbantele la 540
nm, 1nsa se poate determina maximum benzii de absorbtie in domeniul 520-570 nm.

Noul reactiv biuret (BR) este o solutie de alcalin-alcoolica preparata prin dizolvarea
a 20 g de KOH in 100-200 mL de apa de grad milliQ, addugand apoi 450 mL etanol absolut
sau 475 mL etanol 95% (v/v) si completand cu apd pana la 1 L.

Reactivul cu ninhidrina (NR) clasic utilizat pentru determinarea lizinei in
supernatantul de biuret, dar si a aminoacizilor liberi in diverse medii a fost obtinut din 400
mg ninhidrind ce au fost apoi dizolvate in 25 mL tampon acetat (pH 5,5) si ajustatd la un

volum final de 100 mL cu etilenglicol.



Reactivul cu ninhidrina modificat: S-au dizolvat 400 mg de ninhidrina si 400 mg de
CdCl2in 25 mL solutie tampon acid acetic-acetat de sodium cu pH-ul 5,5 si s-a completat la
semn, la 100 mL, cu glicerina. Solutia a fost preparatd extemporaneu.

Reactia de diazotare a acidului sulfanilic cu azotit de sodiu in mediu acid, la

temperatura camerei, este binecunoscuta (figura I1.1.2.):

+ -
NH; N==N]clI
+ NaN‘.‘Ii2 + 2 HCI
-
— NaCl
— 2H,0
SO;H SO4H

Figura 11.1.2. Reactia chimica de diazotare a acidului sulfanilic.

Reactia Pauly este reactia histidinei si tirozinei cu acidul sulfanilic diazotat. Astfel,
tirozina, histidina si proteinele continand acesti aminoacizi formeaza prin cuplare un colorant
azoic roz. Intensificarea culorii si virarea spre rosu se produce prin alcalinizare. Reactivii
utilizati sunt, de reguld, acidul sulfanilic 1% in HCI 10%, NaNO2 5% si Na2CO3 30%.

In cercetirile realizate s-au preparat solutiile urmatoare: (i) solutie de acid sulfanilic
(SA) 35 mg% (m/v) acidulatd cu 1 mL HCI 37% (la 100 mL in flaconul cotat), (ii) solutie
apoasd de NaNOz 30 mg%, (ii1) solutie de tirozina (Tyr) 30 mg% in Na2COs 8%. Aceste
solutii au fost mai diluate fatd de cele raportate in literatura pentru determinari de aminoacizi,
peptide si proteine, nu pentru identificarea tirozinei si a histidinei in proteine. Reactia
chimica de cuplare a sarii de diazoniu a acidului sulfanilic cu tirozina este redata in figura

I1.1.3:

H,N—CH—C—OH H,N—CH—C—OH sO;H

le g %EN(? le 8

* — > +HCl
N—N
H O;H H

Tirozina
Acid 2-amino-3- Clorura de 4-sulfo- Acid (Z)-2-amino-3-(4-hidroxi-3-
(4-hidroxifenil)propanoic  benzendiazoniu ((4-sulfofenil)diazenil)fenil)propanoic

Figura I1.1.3. Reactia chimica de cuplare a sarii de diazoniu
a acidului sulfanilic cu tirozina



Analiza spectroscopica in infrarosu. Modificdrile structurale ale peptidelor si
complecsilor lor cu ionii de cupru au fost puse in evidentd cu un spectrometru clasic cu
transmisie, dupa pastilarea probei de aproximativ 1-2 mg de peptida, la 200 atm. Spectrele
FTIR de absorbtie moleculard s-au obtinut cu ajutorul unui spectrofotometru cu
transformanta Fourier (FT-IR) model Shimadzu 8400S (Duisburg, Germania). Spectrele IR
au fost inregistrate in domeniul 4000 — 400 cm! si cu o rezolutie spectrald de 2 cm™. Probele
au fost mojarate cu pulbere de bromura de potasiu (KBr) si presate pana cand se obtine pastila
transparentd. Spectrele FTIR obtinute au fost procesate cu ajutorul programului (software)
Origin.

Studii de spectrofluorimetrie. Spectrele de fluorescentd 2D si 3D au fost inregistrate
utilizdnd un spectrofluorometru FP-8350 (JASCO, Tokyo, Japonia). Solutiile de peptida sau
proteina analizate au fost excitate la diferite lungimi de unda pentru a obtine spectre de
emisie. Toate masuratorile au fost efectuate la 27 °C folosind o cuva transparentd de cuart
SUPRASIL® (cu un drum optic de 0,5 ¢cm si un volum de 1,7 mL (Hellma, Mulheim,
Germania) si un suport celular de tip FMH-802.

11.1.5.1. Metoda micro-Kjeldahl

Aceastd metoda presupune: mineralizarea materialului de analizat (vegetal, lapte,
carne, etc.) cu acid sulfuric, In prezenta sulfatului de cupru sau a sulfatului de mercur, la
aproximativ 330 °C. Pentru ridicarea punctului de fierbere al amestecului se adauga in
prezent sulfat de sodiu sau de potasiu. Durata mineralizarii este de 4-6 ore la folosirea
catalizatorului cu CuSOs si de aproximativ 1-2 ore prin adaugarea de oxid galben de mercur,
respectiv de numai o ord in cazul variantelor micro utilizand cantitati reduse de material
vegetal (30-100 mg proba biologicd). Amoniacul rezultat se distild in prezenta NaOH sau
KOH si Na2S20s si se titreazd cu HCI sau H2SO4 cu concentratie cunoscutd, in prezenta unui

indicator, cum ar fi amestecul de rosu de metil cu verde de bromcrezol.

11.1.6.1. Determinarea proteinelor cu metoda biuretului propusda

Metoda biuretului este selectiva, in sensul ca reactia biuretului este data numai de
compusii peptidici. Cu toate acestea, gelatina, zeina, peptona, albumina sunt materiale care
contin Tn molecule legaturi peptidice, dar care prezintd absorbante diferite, iar maximele

benzilor de absorbtie pot diferi si ele.
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Figura 11.1.6. Metodologia de determinare a proteinelordin solutii prin reactia biuretului.

11.1.7. Varianta biuret propusd
Analiza experimentelor realizate a condus la o procedura care ofera avantaje maxime

in determinarea proteinelor. Astfel, la 1 mL de solutie proteica aflatd intr-un flacon
Eppendorf din plastic, s-au adaugat 0,5 mL de solutie alcalind-alcoolicd si 20-30 mg de
pulbere de fosfat de cupru. Amestecul rezultat a fost sonicat timp de 30 minute si apoi
centrifugat la 15000 rpm timp de 5 minute. Daca proteinele se afla in solutie, timpul de
sonicare poate fi redus la numai 10 minute.

Spectrul supernatantului limpede a fost citit in intervalul 190-840 nm fatd de un
martor realizat numai cu reactivii. Au fost analizate spectrele si valorile absorbtiei in
domeniul lungimilor de unda de interes, cum ar fi 300-350 nm, 400-700 nm sau 545 nm si
560 nm. Curbele de calibrare au fost trasate la lungimea de unda la care absorbtia biuretului
prezintd un maximum, de exemplu la aproximativ 545 nm sau la 326 nm. Citirea la
spectrofotometrul cu microplaci s-a realizat la 560 nm.

In cazul proteinelor din cereale si ale altor seminte de plante, s-a luat in lucru cate
50-100 mg de faina din semintele fin macinate, care au fost tratate cu cate 1 mL de solutie
alcalin-alcoolica si aproximativ 50 mg de pulbere de fosfat de cupru. Fiolele Eppendorf care
contin acest amestec au fost agitate manual si apoi sonicate timp de 30 min. Dupa
centrifugare la 15000 rpm timp de 5 minute, supernatantul limpede a fost masurat intr-un

spectrofotometru in cuve de 1 cm (in vizibil s-au utilizat cuve din material plastic), fata de



martorul realizat numai cu reactivi si tratat In mod similar. Curba de calibrare a fost realizata
fie cu ajutorul unei solutii alcalin-alcoolice de BSA (1 mL), fie cu valorile proteinelor

obtinute prin metoda micro-Kjeldahl.

I1.2. DETERMINAREA PROTEINELOR SI PEPTIDELOR PRIN REACTIA
BIURETULUI

In aceasta tezd de doctorat s-a propus si se studieze si sa se imbunititeasca metoda
de determinare a proteinelor si peptidelor bazatd pe binecunoscuta reactie a biuretului care
presupune formarea complecsilor colorati ai compusilor cu legaturi peptidice cu ionii de
cupru in mediu bazic. De aceea, a fost studiatd mai intai reactia clasicd ce presupune
formarea complecsilor biuret intre compusii peptidici si complexul ionilor de cupru cu
tartratii (metoda originala folosea sare Seignette, adica tartratul dublu de sodiu si potasiu) in
mediu alcalin. Ionii de cupru precipita in solutii alcaline si, de aceea, au fost complexati cu
sare Seignette inainte de a reactiona cu proteinele. Prin incdlzirea ureei la peste 170 °C,
aceasta condenseaza cu eliberarea unei molecule de amoniac si rezultd un compus organic
numit biuret. Acesta este cel mai simplu compus care, cu ionii de cupru formeaza un complex
colorat violet, de unde si numele de reactia biuretului.

Astfel, cercetarea reactiei biuretului a presupus urmatoarele: (i) studiul metodei
clasice; (i1) caracterizarea noii variante propuse in aceastd lucrare; (iii) masurarea
absorbantelor biuretului pe un domeniu larg de lungimi de unda cu ajutorul
spectrofotometrului normal $i masurarea acestor valori cu un cititor de placi si compararea
lor; (iv) studiul reactiei biuretului in domeniul ultraviolet; (v) aplicatii ale metodei biuretului

imbunatatite utilizand probe reale.

11.2.1. Reactia biuretului
Metoda biuret clasica este rapida si simplu de aplicat si nu depinde de compozitia in

aminoacizi a proteinei (Liu & Pan, 2017). Astfel, o variantd a metodei biuret a fost propusa
pentru produsele pe baza de porumb folosind un reactiv alcalin care contine dodecil sulfatul
de sodiu si tratament termic. Metoda biuret se bazeazd pe reactia ionilor de cupru (II) cu
legaturile peptidice ale proteinelor, care are ca rezultat un chelat proteic de culoare violet.
Sunt necesare minim doud legituri peptidice pentru fiecare ion Cu?>". Metoda biuret este
frecvent utilizata pentru determinarea proteinelor totale ca metoda de referinta (Zhang et al.
2017). De asemenea, continutul de proteine al solutiilor artificiale a fost determinat utilizand

metoda biuret cu BSA ca standard (Zhang et al., 2017)



11.2.2. Studiu comparativ
In acest capitol a fost studiati, pe de o parte, utilizarea reactivului biuret clasic in

raport cu reactivul bazat pe utilizarea unei solutii alcalin-alcoolice si fosfat de cupru
insolubil, iar pe de altd parte, aplicarea noii variante a metodei biuretului la determinarea
proteinelor din variate medii, de la solutii artificiale la probe reale, in raport cu metodele
cunoscute. Pentru cercetarea eficientei reactivului biuret clasic, la 1 mL solutie de BSA cu
concentratiile In domeniul 0-10 mg/mL s-au adaugat 4 mL reactiv biuret ce contine sulfat de
cupru si tartrat de sodiu si potasiu. S-a trasat curba de calibrare cu BSA, iar din aceasta curba

standard a rezultat slaba sensibilitate a metodei clasice (figura I1.2.1).
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Figura I1.2.1. Curba de etalonare realizata cu BSA (0-10 mg/mL) §i reactiv biuret clasic.

Acest lucru se datoreaza si faptului ca volumul de reactiv este de 4 ori mai mare, ceea
ce conduce la diluarea solutiei de biuret. Reactia a avut loc intr-un interval de timp foarte
scurt de numai 1 minut, cand s-a nregistrat absorbtia maxima a complexului biuret format.
Stabilitatea sa a fost de asemenea ridicata, astfel incat probele pot fi citite la un colorimetru
sau un spectrofotometru intr-un interval mai larg de timp.

S-au comparat aceste valori cu cele obtinute cu varianta biuret propusa. Noua metoda
aplicata in cadrul acestui experiment a constat in tratarea a sase volume de cate 1 mL de BSA
cu concentratiile 0, 2, 4, 6, 8 si, respectiv, 10 mg/mL BSA cu cate 1 mL de solutie alcalin-
alcoolicd (45 mL alcool etilic absolut, 2 g KOH si apa pana la 100 mL) si aproximativ 50
mg de pulbere de fosfat de cupru insolubil, sonicare timp de 30 min, centrifugare la 15000
rpm si citire la 540 nm. Aceastad variantd a condus la valori ale absorbantei biuretului mai

mari decat cele obtinute cu metoda clasica (figura 11.2.2).
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Figura 11.2.2. Comparatie intre curbele de etalonare realizate cu BSA
(0-10 mg/mL) pentru reactivul cu fosfat de cupru (rosu) si reactivul biuret clasic(albastru).

Ecuatiile de regresie calculate si coeficientii de corelatie intre valorile absorbantei si
cele ale concentratiilor au confirmat rezultatele mult mai bune obtinute cu metoda
imbunatatitd (Asso = 0,0738-c + 0,155, r = 1 si, respectiv, Asao = 0,0206-¢c + 0,1476, r =
0,991, unde As4o reprezinta absorbanta la 540 nm, iar c, concentratia de BSA exprimata in
mg/mL).

Aceste experimente cu inlocuitorii fosfatului de cupru au condus la obtinerea de
solutii supernatant opalescente 1n toate cazurile. Ca si concluzie a rezultat ca se poate utiliza
fosfat de cupru din care proteinele extrag ionii de cupru pentru a forma complexul biuret,
insd este necesara verificarea transparentei solutiilor de biuret rezultate. Filtrarea probelor
dupd efectuarea reactiei biuretului a condus, de asemenea la rezultate multumitoare, insa
durata procedurilor a crescut corespunzitor. Din pacate, acest procedeu de obtinere a
solutiilor de biuret limpezi dureaza foarte mult, iar o parte din solutia de analizat raimane pe
hartia de filtru ceea ce determina necesitatea utilizarii unor volume mai mari de reactivi si

materiale biologice.
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Figura I1.2.7. Curbe de etalonare in domeniul 0-1 mg/mL BSA (a) inainte
de corectia valorilor biuretului si (b) dupa calculul contributiei opalescentei.

11.2.3. Spectrele UV-Viz ale complexului biuret
Spectrele de absorbtie in intervalul de lungimi de unda 300-700 nm ale solutiilor de

BSA de concentratii diferite sunt prezentate in figura I1.2.8. Doua maxime de absorbtie sunt
vizibile in aceasta figura, la 326 nm si, respectiv, 545 nm. Deoarece ionii de cupru au fost
extrasi din fosfatul de cupru insolubil proportional cu concentratia proteinei, maximul de la
lungimea de undd de 326 nm ar putea fi important pentru a determina cantitati mici de
proteine (sub 2 mg/mL). Astfel, valorile absorbantei la aceastd lungime de unda au fost de 4

ori mai mari decat cele de la 545 nm.

254

= = 1mg/mL
===3mg/mL
/\\ = +2mg/mL
2 l =——4 mg/mL
‘ \ == 5mg/mL

Absorbanta (U.A.)

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Lungimea de unda (nm)

Figura 11.2.8. Spectrele absorbantei biuretului in domeniul UV-Viz
ale unor solutii de BSA de diferite concentratii.
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Curbele de calibrare corespunzatoare realizate cu BSA la cele doud lungimi de unda
sunt prezentate in figura 11.2.9. S-a gasit astfel ca, prin utilizarea spectrofotometrelor
moderne, este posibil sa se masoare cu exactitate valori ale absorbantei mai mari de 1,0 U.A.
Astfel, curba de calibrare trasati la 326 nm a fost liniara pana la aproximativ 2,5 U.A. In
ambele cazuri coeficientul de corelatie » a fost foarte semnificativ prin testul Student z.
Astfel, R? a avut valoarea 0,99 si, respectiv, 0,9959, iar ecuatiile de regresie calculate din
datele absorbantei la cele doua lungimi de unda si concentratiile respective au fost Az =
0,4328-c + 0,1886 si, respectiv, As4s = 0,1164-c, curbele de etalonare fiind liniare in
domeniul de concentratii 1-5 mg/mL si, respectiv, 0-5 mg/mL, intersectia celei de-a doua
drepte intersectand ordonata in origine.

Deoarece spectrofotometrele mai vechi erau scalate pentru un domeniu de valori ale
absorbantei in domeniul 0,0-1,0 U.A., iar dupa valoarea 1, unitard, nu se puteau realiza
masuratori, se recomanda ca masuratorile sa se realizeze cel mai bine In domeniul 0,2-0,8,
unde era asiguratd o relatie de proportionalitate intre valorile absorbantei solutiilor de
analizat si valorile concentratiei analitului. Dimpotriva, spectrofotometrele moderne,
inclusiv acela utilizat in cadrul prezentei teze de doctorat, ofera o sensibilitate mult mai mare,

ceea ce permite realizarea determindrilor mult dincolo de valoarea unitara a absorbantei.
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Figura I1.2.9. Curbele de etalonare pentru determinarea proteinelor
la 326 nm (a) si la 545 nm (b).

De aceea, s-a studiat posibilitatea determindrii proteinelor cu ajutorul metodei
biuretului propuse in aceastd lucrare, la valori ale absorbantei supraunitare. Curbele de
etalonare s-au dovedit a fi liniare in domeniul 0-2,5 U.A., dupa cum rezulta si din figura
I1.2.9. In concluzie, s-a demonstrat in aceastd lucrare posibilitatea determinariilor intr-un

domeniu mai larg de valori ale absorbantei cu ajutorul spectrofotometrele moderne.
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11.2.5. Probe reale
O metodd biuret modificata a fost aplicata pentru produsele pe baza de porumb

folosind un reactiv alcalin care contine dodecil sulfatul de sodiu si tratamentul termic (Liu
& Pan, 2017). Cu toate acestea, metoda clasica bazata pe utilizarea sulfatului de cupru si
tartratului de sodiu §i potasiu prezintd numeroase dezavantaje. Astfel, s-a constatat ca
amidonul, fibrele, uleiul si alte substante neproteice din solutia tulbure care urmeaza sa fie
analizatd interfera in determindrile colorimetrice.

Intr-un alt experiment, au fost testate alte 20 de probe de porumb pentru a se urmari
corelatia dintre valorile biuretului si cele ale metodei micro-Kjeldahl (figura 11.2.12).
Proteina brutd a fost astfel determinatd pe baza unei curbe de calibrare folosind valorile
absorbtiei biuret n functie de continutul de proteind bruta al probelor de porumb analizate
prin metoda micro-Kjeldahl. Continutul in proteina bruta determinat cu metoda biuret a fost
similar cu acela masurat cu metoda micro-Kjeldahl. Utilizarea baii cu ultrasunete a facilitat
o complexare mai eficientd in prezenta solutiilor alcalin-alcoolice si a fosfatului de cupru
insolubil. Etanolul a impiedicat opalescenta generata de amidonul din probele de porumb, in
timp ce pulberea de fosfat a fost sursa de ioni de cupru care au format complexul biuret cu
legdturile peptidice ale proteinelor. Ecuatia de regresie a fost dupa cum urmeazd: B =
1,0664-K - 0,7313 (R* = 0,9755; r = 0,987), unde B este procentul de proteind bruta

determinat prin metoda biuret, iar K reprezinta valorile micro-Kjeldahl.
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Figura 11.2.12. Strdnsa corelatie dintre valorile proteinei brute
determinate cu metoda biuretului propusa si cele obtinute
cu metoda micro-Kjeldahl clasica.
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Referitor la determinarea proteinelor cu metoda biuretului reflectata in figura 11.2.12,
proteina pura a fost determinata anterior cu metoda Barnstein si a prezentat valori relativ mai
scazute in raport cu proteina brutd determinata cu metoda Kjeldahl, varianta micro in care s-
au luat in lucru probe de cate 50 mg. Deoarece determinarea proteinei pure cu aceastd metoda
este deosebit de laborioasa, s-a propus determinarea absorbantei biuretului la un numar mare
de probe, de pilda 50 probe ce se pot determina zilnic, dupa care se selecteaza probele cu
valori ale absorbantei pe intreg domeniul de valori si anume probe cu valori mici, mijlocii

si, respectiv, mari cu care se traseaza curba de etalonare sau calibrare.

11.2.6. Determinarea proteinei din carne
Un volum de 0,3 mL de proba de cercetat (suspensie de carne) a fost amestecata prin

agitare energica cu 1 mL reactiv alcalin-alcoolic intr-o fiold Eppendorf cu volumul total de
2 mL, dupa care a fost adaugata o cantitate de aproximativ 50 mg fosfat de cupru insolubil.
Flacoanele cu amestecuri au fost agitate energic, apoi supuse sonicdrii pe o baie cu
ultrasunete timp de 30 min. Dupa sonicare, continutul eprubetelor a fost centrifugat la 18000
rpm, timp de 7 min. Supernatantul limpede a fost citit la spectrofotometru in domeniul de
lungimi de unda de la 200 nm la 700 nm, fata de o probad de referinta realizatd numai cu
reactivii. S-a constatat o absorbtie intensda in domeniul ultraviolet al spectrului, in timp ce
absorbanta biuretului la 545 nm a prezentat valoarea 0,485 la prima proba din serie (figura

11.2.13).
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Figura 11.2.14. Curba de etalonare a proteinelor cu BSA.
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Initial, reactia biuretului a fost testatd pe volume diferite de suspensie pentru a se
determina care este volumul potrivit de proba pentru incadrare in domeniul de absorbanta de
0-1 unitati al spectrofotometrului la 545 nm, lungime de unda la care complexul biuret al
proteinelor prezinta absorbanta maxima.

Pentru calculul concentratiei proteinei din carne, s-a utilizat o curba de etalonare
realizatd cu BSA in domeniul de concentratii 1,0-5,0 mg/mL (figura I1.2.14). Deoarece este
mult mai facil sa se foloseasca o foaie excel pentru calculul concentratiilor, s-a utilizat
ecuatia de regresie BA = 0,1793-C — 0,0591, de unde s-a calculat concentratia conform
relatiei: C = (BA+0,00591)/0,1793, unde BA este valoarea absorbantei biuretului format de
BSA, iar C, concentratia sa exprimatd sub forma de mg/mL BSA. Aplicand aceasta ultima
formuld, s-a obtinut o valoare de 4,215 mg proteind intr-un volum de solutie 0,3 mL.
Deoarece din 10 g carne de vaca au rezultat 200 mL de suspensie, din care s-au luat in lucru
0,3 mL, s-a obtinut o continut de C = (4,215 mg/0,3 mL x 200 mL)/10 g =281 mg/g proteina,
ceea ce inseamnd 28,1% proteind, valoare ce se incadreaza in domeniul de valori ale

continutului normal de proteind a carnii de vaca (26,0-30,3%)

I1.2.7.3. Durata extractiei sub actiunea ultrasunetelor

Procedura clasica, constand in contactul obisnuit, datorat agitdrii mecanice, intre
faina si alcool, nu a reusit sd elimine intregul continut de zeina din fdina de porumb in cele
270 minute ale experimentelor. Astfel, in lipsa sonicarii amestecurilor solutiilor alcoolice cu
fainurile de porumb, a fost extrasd numai o proportie de aproximativ 40% din extractia
maxima realizatd prin sonicare timp de 30 minute.

Figura I1.2.15 prezinta relatia dintre absorbtia biuretului la 545 nm a probelor de
seminte fin macinate (dimensiunea particulelor 100 pum) si durata de sonicare a fiolelor
Eppendorf din plastic care contin amestecurile de reactie. Toate probele au constat din 50
mg de faina de porumb din acelasi tip de porumb. Una dintre aceste probe nu a fost sonicata,
ci agitatd manual timp de un minut si a prezentat o valoare a absorbtiei de numai 0,639 U.A.
Absorbtia maxima a fost cititd dupa 30 de minute de sonicare (Asss = 1,537 U.A.), In timp
ce | mL de 5 mg/mL BSA dizolvat in solutie alcalind-alcoolica a avut 1,57 U.A. De fapt,
ecuatia de regresie a fost Asss = 0,2964:-c (R* = 0,998), unde c este concentratia BSA
exprimatd in mg/mL. Prin urmare, concentratia de proteine a acestei probe a fost de 9,80%,

ceea ce este normal pentru semintele de porumb.
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Figura 11.2.15. Determinarea timpului de extractie a proteinelor din
probe de porumb sub actiunea ultrasunetelor (Mihalcea §i colab., 2025).

Rezultatele obtinute au indicat extractia totald a o-zeinei din fdina de porumb
analizatd in solutia alcoolica de extractie, iar reziduul a continut doar urme de solutie de
zeind. De asemenea, prin spectrometrie de masa de tip MALDI-ToF MS s-a demonstrat ca

solutiile alcoolice au continut aproape in totalitate a-zeina (figura 11.2.16).

11.2.8. Avantaje ale noii variante biuret
Metoda propusd in aceasta lucrare este relativ simplad si nu necesitd echipamente

complexe, ceea ce o face accesibila pentru laboratoare mai slab dotate, insa specializate in
determindri asupra materialelor biologice. Reactivii sunt ieftini §i usor de procurat sau
preparat, iar metoda in sine nu implicd cheltuieli mari. Rezultatele pot fi obtinute intr-un
timp scurt pe un numar relativ mare de probe, ceea ce este util intr-o analiza de rutina.
Sensibilitate metodei propuse este medie (1-20 mg), insa aceasta a fost Tmbunatatitd mult in

cadrul acestei lucrari. Astfel, raportul reactivi/proba a fost scazut si, in plus, citirea probelor

.....

prin biuret pentru solutii diluate de proteine, insa s-a aplicat la materiale biologice precum
carne, fainuri de cereale, etc. Metoda s-a dovedit deosebit de robusta si s-au obtinut rezultate
consistente. Aceastd variantd imbunatatita poate fi utilizata pentru a analiza o gama variata
de probe biologice.

Astfel, metoda biuret imbunatatita ce utilizeaza pulbere de fosfat de cupru insolubil

prezintd numeroase avantaje, mai ales cand este aplicatd la determinarea proteinelor din
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materialele vegetale. Astfel, supernatantul biuret poate fi citit atat la un spectrofotometru sau
colorimetru obisnuit la 545 nm sau la 560 nm, 1n al doilea caz (in microplaci). De asemenea,
parte din supernatant poate fi recuperat si utilizat la alte determinari, fara a recurge la noi
cantiriri a materialului de analizat. In plus, este avantajos sa se utilizeze acelasi supernatant
pentru a reduce erorile de raportare a continutului in aminoacizi sau alti componenti ai
supernatantului respectiv la continutul sau in proteine. S-au pipetat din acelasi supernatant
(rezultat dupa extractie si centrifugare) anumite volume care au fost tratate cu reactivi
specifici pentru a determina doi dintre aminoacizi esentiali si anume, triptofanul si lizina
(Drochioiu, G. Mihalcea, E. si colab., 2024).

Astfel, triptofanul reactioneaza cu acidul glioxilic 0,1 M 1n acid sulfuric 7 N si clorura
ferica 1,8 mM, timpul de reactie fiind de 30 min (Nurit, E. et al., 2009), iar lizina a fost tratata
cu un reactiv pe baza de ninhidrina. Curbele de calibrare au fost trasate la lungimile de unda
la care compusii colorati rezultati din reactiile chimice ale acestor aminoacizi prezentau
maxime de absorbtie. Valorile absorbantelor au fost comparate cu valorile concentratiilor
misurate cu metode standardizate. In acest caz, determindrile necesita doar 50 mg/proba de
faind de seminte macinate pentru cuantificarea a trei componente diferite (componenta totala
si doi aminoacizi).

Un alt avantaj al metodei propuse este interferenta redusa a ionilor de cupru in
domeniul ultraviolet in care complexul biuret prezinta o intensitate semnificativa a absorbtiei
radiatiei electromagnetice. Astfel, atat proba de cercetat cat si proba oarba pot fi diluate
corespunzitor cu reactiv biuret sau cu solutii alcaline si pot fi citite la 220-230 nm. In acest
fel reactia se poate desfasura pe volume de ordinul microlitrilor de proba, iar sensibilitatea

metodei permite citirea unor volume de 0,7-1,0 mL in cuve de cuart in domeniul UV.

11.2.9. Interferenta aminoacizilor proteinogeni
Toate determindrile s-au facut la concentratii de 2 mg/mL proteind sau aminoacid

(figura I1.2.17). Daca in cercetarile realizate s-a observat ca gelatina nu prezinta absorbtie n
domeniul UV, reactia biuretului permite obtinerea unei valori destul de ridicate in domeniul
vizibil. Cu aceasta ocazie s-a remarcat faptul ca proteinele prezinta maxime ale absorbtiei
biuretului la lungimi de unda putin diferite, ceea ce a indicat necesitatea de a trasa curbe de
etalonare individuale pentru fiecare proteina in parte. Explicatia pentru acest fenomen ar
putea fi legata de compozitia aminoacida a fiecarei proteine in parte. De pilda, proteina BSA
ce contine in molecula sa resturi de aminoacizi capabili sd lege mai intens ionii de cupru ce

ar putea deplasa maximul de absorbtie spre valori mai mari ale lungimii de unda.
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De asemenea, 1n timp ce triptofanul a prezentat o slaba absorbtie la lungimea de unda
caracteristicd biuretului, serina a sugerat o puternica interferentd dacd se afla la aceeasi
concentratie cu proteinele. Acest fenomen este important de exemplu la determinarea
proteinelor din semintele plantelor insuficient maturate sau a materialelor hidrolizate. Aceste
date obtinute au determinat studierea rolului aminoacizilor proteinogeni in determinarea
proteinelor cu noua metodd biuret, bazatd pe mobilizarea ionilor de cupru din pulberile

insolubile de fosfat de cupru.
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Figura I1.2.17. Spectre de absorbtie ale unor proteine si aminoacizi tratati cu solutie
alcalin-alcoolica in prezenta fosfatului de cupru insolubil. Concentratii: 2 mg/mL in
solutie apoasa, cu exceptia zeinei, 2 mg/mL in solutie alcoolica 70%
(Mihalcea i colab., 2022).

Initial, s-a investigat interferenta a doi aminoacizi, si anume triptofanul, cu un maxim
de absorbtie la 556,5 nm si serina, 605,5 nm. Valorile maxime ale absorbantei acestor
complexe au fost, de asemenea, complet diferite (triptofan - 0,027 U.A.; serina - 0,282 U.A..).
Astfel, valoarea absorbantei biuretului in determinarea BSA ar creste de la 0,463 A.U. la
0,490 A.U. (+5,83%) in prezenta triptofanului, dar la 0,711 A.U. (+53,56%) datorita
prezentei serinei.

In aceastd teza de doctorat, s-a investigat absorbtia biuret a aminoacizilor
proteinogeni la lungimea de undd maxima a acestora, precum si la 545 nm, la care absoarbe
complexul biuret al proteinelor (figura 11.2.18). Pentru aceasta, atat determinarea proteinei
BSA, cat si a aminoacizilor proteinogeni s-a realizat la o concentratie de 2 mg/mL.

S-a constatat, astfel o interferentd majorda a unor aminoacizi, in timp ce alti

aminoacizi au prezentat o interferentd slabd in analiza proteinelor cu metoda biuretului.
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Aceste rezultate au fost deja trimise la publicare in Revue Roumaine de Chimie (Mihalcea,
E. si Drochioiu, G., 2025).

Aminoacizii individuali extrag ionii de cupru din fosfatul de cupru insolubil pentru a
forma complexe cu maxime de absorbtie diferite. In figura I1.2.18 se observi ci absorbanta
maxima a unui aminoacid apartine histidinei, urmatad de serina si glicina, desi maximele lor
de absorbtie sunt diferite (Mihalcea si colab., 2025). La capatul opus se afld arginina, desi
contine Tn moleculd 4 atomi de azot care ar putea lega ionii de cupru, triptofanul si leucina

avand cea mai slaba interferenta.
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Figura I1.2.18. Spectrele de absorbtie ale aminoacizilor proteinogeni supusi reactiei
biuretului (2 mg/mL aminoacizi).

Din figura I1.2.18 se remarca faptul ca doar cativa aminoacizi prezinta o interferenta
mai slaba, in timp ce majoritatea interferd intens daca sunt in concentratie mai mare. De
aceea, este recomandabil ca proteinele sa fie purificate inainte de efectuarea reactiei
biuretului, daca se considerad ca proteinele sunt nsotite de aminoacizi. Se mai observa de
asemenea, ca legarea ionilor de cupru reprezintd sursa acestor absorbtii intense a
aminoacizilor in mediul alcalin.

Metoda micro-Kjeldahl este exactd, iar precizia sa depinde de finetea macinarii
materialului de analizat si de cantitatea de material vegetal luatd in lucru. Metoda prezinta
insd o slaba productivitate si un consum relativ ridicat de reactivi si de energie, fiind mai
dificil de aplicat in cadrul lucrarilor de ameliorare. Sunt utilizate totusi variantele sale micro
datorita exactitatii lor si a consumului redus de material vegetal, atat de pretios indeosebi in

primele faze ale procesului de ameliorare. Concentratiile proteinelor pot fi determinate pur
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si simplu prin citirea absorbantei biuretului probei la o lungime de unda de 540 nm sau la
750 nm in cazul metodei Lowry si la 595 nm 1n testul Bradford (Martina & Vojtech, 2015).

Sensibilitatea metodei clasice la determinarea proteinelor totale din ser este intr-
adevar scazuta, limita de detectie fiind in general de 0,2 - 1,7 g/L; aceasta sensibilitate este
suficientd pentru estimarea concentratiei proteinei totale din ser, cu o valoare situatd in
domeniul 60 - 80 g/L.

In metoda biuret clasici se misoara reactia ionilor cuprici cu legaturile peptidice,
cand se formeaza un complex cu tartratul, care absoarbe la 540-550 nm (Sapan & Lundblad,
2015). Autorii acestei lucrdri, citatd aici, au explicat faptul cd proteinele si alti compusi
polipeptidici extrag ionii de cupru, Cu?**, din complecsii acestora cu tartratii. Ceea ce s-a
demonstrat in aceasta teza de doctorat este faptul ca, deoarece proteinele formeaza complecsi
de tip biuret, deosebit de stabili, acestia pot extrage ionii de cupru si din fosfatul de cupru
insolubil (CuP1i).

Aplicatii ale noii metode. Dupa determinarea proteinelor cu varianta biuret propusa,
a fost determinat triptofanul din probele de porumb pentru a identifica varietatile de porumb
de Tnaltd calitate in cercetarile de ameliorare a plantelor (Drochioiu, Mihalcea si colab.,
2024). Calitatea porumbului este data atat de valoarea sa nutritiva si de continutul biochimic
al bobului, dar si de continutul si calitatea proteinelor din bob. Variantele cu o valoare
nutritiva inalta contin un procent ridicat de proteina bruta si o balantd aminoacida echilibrata
in care aminoacizii esentiali, in special lizina si triptofanul, se afla in proportie mai mare.

Pentru ridicarea calitatii biologice a porumbului s-au introdus gene mutante de tip
opaque-2 (care determind formarea unei seminte cu aspect opac). Aceste gene conferd un
continut superior de lizina si de triptofan, aminoacizi ce sunt deficitari in cerealele normale,
concomitent cu reducerea continutului in prolamine, cum ar fi zeinele. Astfel, proteinele din
porumb sunt asimilate in proportie mai mare de catre animalele monogastrice. Exista o
corelatie pozitiva intre calitatea porumbului si calitatea carnii animalelor furajate cu porumb.
Porumbul de calitate, bogat in proteine si aminoacizi esentiali, reprezinta un aliment valoros
in hrana omului, evitandu-se o serie de carente care ar conduce la pelagra si alte afectiuni

specifice nutritiei cu porumb de calitate necorespunzatoare.
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Figura 11.2.19. Corelatia dintre conginutul in triptofan (% in proteine) si
proteina totala (% in DM, masa uscata ) din unele probe de porumb normal
si opaque-2 (Drochioiu, Mihalcea §i colab., 2023).

Deoarece continutul de lizind din semintele de porumb este de aproximativ 4 ori mai
mare decat cel de triptofan, se poate utiliza numai continutul in triptofan al semintelor de
porumb pentru evaluarea calitatii nutritive a acestora (Nurit, 2009).

Astfel, in figura I1.2.19 se observa o separare netd intre continutul in triptofan al
probelor opaque-2 de 0,70-0,85% 1n proteina bruta si cele de porumb normal (0,30-0,50%).
In acest fel pot fi selectate varietitile mutante de cele normale, fard a face analize genetice
costisitoare.

S-au realizat experimente specifice pentru a Tmbunatati o metoda care s-a dovedit
selectiva, rapida si ieftind, aplicabila la o gama larga de materiale biologice. In comparatie
cu metodele de mai sus, metoda biuretului prezinta avantajele unei operatiuni usoare, ale
unei precizii excelente si ale unei interferente mai reduse. Principiul acestei metode este
acela ca legatura peptidica de la jonctiunea dintre reziduurile a doi aminoacizi adiacenti si
doi ioni de cupru, Cu?*, pot forma un complex violet-mov in conditii alcaline, iar intensitatea

culorii este proportionald cu continutul de proteine din proba.

I1.3. DETERMINAREA PEPTIDELOR

11.3.5. Determinari ale peptidelor cu continut de triptofan
S-au realizat masuratori spectrofotometrice ale solutiilor de triptofan (figura I1.3.8)

in carese regasesc spectrele triptofanului cu concentratii cuprinse in domeniul 1-10 pg/mL,
care sunt concentratii deosebit de reduse care permit masurdtori sensibile in solutie in cazul
acestui aminoacid. In acelasi timp, peptidele care contin acest aminoacid pot fi determinate

usor in domeniul UV, metoda fiind deosebit de sensibila. La separarea prin tehnica HPLC a
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acestor peptide, se poate observa utilitatea triptofanului in monitorizarea absorbantei la

valoarea de 280 nm.
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Figura 11.3.8. Spectrele UV ale unor solutii apoase de triptofan.

Curbele de etalonare au fost trasate cu ajutorul datelor prezentate in tabelul 11.3.1.
Din acest tabel se remarca valoarea maxima a absorbantei triptofanului in ultraviolet la 219
nm (1,697 U.A.). Desi triptofanul absoarbe intens si specific la 280 nm, se observa ca
absorbanta la aceasta lungime de unda este de sase ori mai mica decét aceea la Amax = 219

nm (1,697/0,277 = 6,12).

Tabelul 11.3.1. Valorile absorbantei triptofanului la diferite lungimi de unda si
concentratii in solutie apoasa

Lungimea de unda Absorbanta (U.A.)
(nm)
Concentratia (ug/mL) | 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 8,0 10,0
196 0,187 | 0,295 | 0,389 | 0,543 | 0,583 | 0,931 | 1,068
205 0,145 | 0,242 | 0,331 | 0,440 | 0,524 | 0,838 | 1,002
214 0,174 | 0,318 | 0,458 | 0,617 | 0,754 | 1,206 | 1,482
219 0,193 | 0,358 | 0,524 | 0,708 | 0,865 | 1,381 | 1,697
220 0,191 | 0,354 | 0,520 | 0,703 | 0,858 | 1,368 | 1,681
280 0,033 | 0,058 | 0,085 | 0,114 | 0,140 | 0,224 | 0,277

Pentru determinarea peptidelor care au in structura lor primara un rest de triptofan,
s-a luat in studiu o dipeptida, glicil-triptofanul (notata Gly-Trp sau GW), deoarece este
simpla si usor de studiat, contine glicina care nu absoarbe la 280 nm si a fost usor de procurat
sau sintetizat. Aceasta peptidd, neavand decat o dubla legaturd (din gruparea peptidicd) nu
este capabild sa dea un raspuns in reactia biuretului. In schimb aceasta poate fi un candidat

ideal pentru studiile spectrofotometrice si fluorimetrice datoritd prezentei triptofanului in
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molecula sa. In plus, aceasta peptida a fost folosita in diverse cercetiri in cadrul laboratorului

de biochimie (Ciobanu si colab., 2015).
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Figura I1.3.10. Spectrele UV ale unor solutii apoase de glicil-triptofan.
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Figura I1.3.11. Spectrele UV ale unor solutii apoase ale peptidei
seril-glicina (Ser-Gly) SG).
Din figura de mai sus rezulta o puternica absorbtie a peptide seril-glicina in domeniul

ultraviolet Indepartat la lungimi de unda sub 205 nm si una mult mai slaba la peste 220 nm.
Este de remarcat faptul cd s-au utilizat concentratii mult mai mari decat in cazul peptidei
GW (figura 2.3.10). Aceste date au indicat ca exista posibilitatea unor masuratori eronate in
cazul in care o astfel de peptidd este separatd intr-un instrument HPLC si determinata
cantitativ la 220 nm. Tabelul I1.3.2 reflectd mai bine aceastd idee, deoarece din datele

prezentate a rezultat cd absorbtia maxima a avut loc la 192 nm.
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Tabelul 11.3.2. Valorile absorbantei peptidei seril-glicina (SG) la diferite
lungimi de unda §i concentratii.

Lungimea de unda Absorbanta (U.A.)

(nm)

Concentratia(ug/mL) 2,0 6,0 10,0 | 15,0 | 20,0 25,0 30,0
192 0,191 0,404 | 0,570 | 0,792 | 1,000 | 1,206 | 1,406
205 0,093 0,197 | 0,283 | 0,402 | 0,512 | 0,624 | 0,739
220 0,027 0,053 | 0,059 | 0,073 | 0,087 | 0,100 | 0,120

Cu valorile din tabelul I1.3.2 s-au trasat curbe de etalonare ce pot fi utilizate la
determindri cantitative ale acestei peptide aflate in solutiile sale (figura I1.3.12). Coeficientii
de corelatie foarte inalti au confirmat posibilitatea determinarii snsibile a acestei peptide in
special la 192 nm, iar la 205 nm poate fi de asemenea evaluata. Curbele de etalonare au fost

liniare pe intregul interval de concentratii 2-30 pg/mL.

¢ 192nm y=0.043x +0.1328

= 205 nm R2=0.9987

A 220 nm
—Linear ( 192 nm)
—Linear (205 nm)
0.9 4 —Linear (220 nm)

y =0.0229x + 0.0542
R?=0.9996
0.6 1

Absorbanta (U.A.)

0.3 A
y =0.003x + 0.0272

R?=0.9824

0.0

0 5 10 15 20 25 30
Concentratia (ug/mL)

Figura 11.3.12. Curbe de etalonare cu peptida seril-glicina in domeniul de
concentratii 2,0-30,0 ug/mlL la diferite lungimi de unda in ultraviolet.

Importanta acestui demers consta in faptul ca se pot determina usor concentratiile si
cantitatile foarte reduse ale unor peptide care nu absorb la lungimi de unda mai mari, cum ar

fi A 280 nm. Astfel, se poate afla concentratia acestora in solutii diluate, inainte de a fi

utilizate in alte experimente.

IL.4. STUDII SPECTROFOTOMETRICE iN DOMENIUL UV

Metodele spectrofotometrice pentru analiza proteinelor totale sunt, In general,

simple, rapide si sensibile. Astfel de teste sensibile ale proteinelor pot avea aplicatii in stiinta
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criminalisticd, in detectarea contaminantilor proteici din medicamente si intr-o serie de alte

aplicatii de interes pentru cercetare.

11.4.1. Studii spectrofotometrice in UV indepartat
In vederea imbunitatirii metodologiei de determinare a proteinelor s-au realizat

masuratori spectrofotometrice In domeniul UV pentru realizarea unor proceduri extrem de
sensibile. Astfel, rezultatele au indicat faptul ca este esentiala purificarea inalta a proteinelor
si peptidelor inaintea masuratorilor pentru obfinerea unor valori corecte ale concentratiilor.

De aceea, experimentul a fost repetat cu concentratii mai mari de BSA si anume in
domeniul 0,005-0,100 mg/mL, pentru a surprinde mai bine diferentele intre valorile A2so si
A9 (figura 11.4.2). Sensibilitatea mare a determinarii proteinelor in UV indepartat a condus
la valori supraunitare ale absorbtiei BSA. Rezultatele obtinute indica clar marea sensibilitate
a masuratorilor in jurul valorii de 190 nm, astfel incét se pot masura concentratii de BSA sub
0,01 mg/mL, Din figura I1.4.2 reiese si faptul ca pe masura ce concentratia proteinei creste,
maximul de absorbtie se deplaseaza spre valori ale lungimii de undd mai mari. Astfel,
maximum benzii de absorbtie pentru concentratia de 0,005 mg/mL BSA a fost la 190 nm
(0.369 U.A.), pentru 0,02 mg/mL a fost gasit la 192 nm (1.383 U.A.), iar pentru 0,1 mg/mL
laA =200 nm (2,605 U.A).

Deoarece este cunoscuta determinarea proteinelor la 205 nm, 214 nm si, respectiv,
220 nm, in ultimul caz cand se utilizeaza instrumentele HPLC, s-a propus studiul absorbtiei
proteinei BSA la aceste lungimi de undi. In primul rind, s-au comparat valorile absorbtiei
BSA Ia 280 nm cu cele in jurul lungimii de unda de 190 nm. Astfel, dacd la 280 nm, 0,1
mg/mL BSA prezintd o absorbanta A2s0 = 0,069, 1a 200 nm absorbanta creste la A200 = 2,605
U.A., fiind de 2,605/0,069 = 37,75 ori mai ridicata. In tabelul I1.4.1 au fost trecute valorile

absorbantei BSA la diferite lungimi de unda.

Tabelul 11.4.1. Valorile absorbantei BSA in domeniul ultraviolet,
la diferite lungimi de unda.

Lungimea de unda Absorbanta (UA)
0,005 mg/mL 0,01 mg/mL 0,02 mg/mL 0,1 mg/mL
205 nm 0,151 0,296 0,631 2,468
214 nm 0,081 0,153 0,321 1,479
220 nm 0,062 0,111 0,233 1,078
280 nm 0,071 0,011 0,015 0,069
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11.4.2. Absorbtia proteinelor la 280 nm
Deoarece s-au studiat unele proteine pentru Tmbundtdtirea metodologiei de

determinare cu ajutorul metodei biuretului, s-au trasat spectrele de absorbtie UV-Viz,
retinand numai domeniul reprezentativ 250-400, 450 nm (figura 11.4.3).
Diferente majore intre valorile absorbantei acestor proteine in domeniul UV 250-300

nm au condus la concluzia ca numai unele dintre acestea pot fi determinate astfel.
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Figura 11.4.3. Spectrele UV-Viz ale proteinelor BSA, zeina si gelatina
(concentratia 2 mg/mL)

Din analiza celor trei spectre de absorbtie 1n ultraviolet rezultd ca zeina prezinta o
absorbantd maxima la 278 nm (1,977 U.A., mult superioara absorbantei BSA (278,5 nm:
1,413 u.A.), ceea ce poate conduce la erori de determinare a concentratiei. Pe de alta parte
nu se cunoaste absorbanta compusilor colorati insotitori pentru a elimina contributia

absorbantei acestora din valoarea absorbntei totale la 274 nm sau 278 nm.

11.4.4. Determinarea proteinelor in UV prin reactia biuretului
In acest experiment, s-au utilizat solutii apoase de BSA cu concentratia cuprinsa in

domeniul 0-0,1 mg/mL. La 1 ml solutie de BSA, s-au adaugat aproximativ 50 mg de pulbere
de fosfat de cupru si 0,1 mL solutie KOH 2%. Sonicarea fiolelor Eppendorf cu amestecul de
reactie a durat 15 min, dupa care acestea au fost centrifugate la numai 5000 rpm. S-au trasat
spectrele UV-Viz in domeniul de lungimi de unda 190-690 nm, in cuve de cuart cu drumul
optic de 1 cm (figura I1.4.4.). Proba martor (control, blank) absoarbe intens in domeniul 190-
220 nm, iar raportarea spectrelor solutiilor de BSA la spectrul probei martor realizatd numai

cu reactivii conduce la obtinerea unor franjuri in acest domeniu (190-220 nm). De aceea, s-
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a analizat numai domeniul 220-570 nm, pentru a surprinde atit absorbtia biuretului in
ultraviolet, cat si in domeniul vizibil la 540-550 nm. S-a remarcat o intensa absorbtie a
complexului biuret la 229 nm, fapt care nu a mai fost raportat pAnd acum 1in literaturd. De
asemenea, benzile de absorbtie au fost deosebit de inguste, mai ales la concentratii relativ
mai mari ale BSA. Sensibilitatea determinarilor la 229 nm a fost deosebit de ridicata astfel
incat la o concentratie de 0,1 mg/mL s-a gésit o absorbantd de 2,819 U.A. Spectrometrele
moderne permit masuratori ale valorilor supraunitare ale absorbantei, fara erori, dupa cum
rezultd din multiplele lucrari stiintifice recente (Chen si colab., 2009; Babakhanova si colab.,
2022).
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Figura 11.4.4. Spectrele UV-Viz ale complexului biuret al BSA
la diferite concentratii ale proteinei

Masa moleculara a BSA este de 66463 Da (aproximativ 66,5 kDa), iar coeficientul
molar de extinctie 43824 M-'em™ la 279 nm. S-a calculat astfel coeficientul molar de
absorbtie al BSA 1in reactia biuretului cu citirea absorbantei la 229 nm, care a fost
1.873.591,97 M'em’'. Aceasti valoare a coeficientului molar in reactia biuretului a fost de
42,75 ori mai mare decat acela al BSA la 279 nm.

Dovada existentei complexului biuret este absorbtia acestuia la 540 nm. Acelasi
complex absoarbe intens si la 229 nm (figura 11.4.5). Astfel, desi valorile absorbantei
biuretului la 545 nm au fost reduse (C = 0,04 mg/mL, Asss = 0,023 U.A.; C = 0,08 mg/mL,
Asas = 0,058 U.A.), forma spectrului si existenta unei benzi evidente cu un maxim la 545 nm

au confirmat formarea complexului biuret chiar si la concentratii reduse.
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Figura 11.4.5. Curba de calibrare in ultraviolet la 229 nm, realizata cu BSA
cu concentratia 0,02-0,10 mg/mL

229 nm, in loc de 545 nm si s-a constatat o crestere a valorilor absorbantei biuretului la 229

nm. Raportul dintre valorile absorbantei biuretului obtinute la cele doua concentratii de BSA

(0,04 mg/mL si, respectiv, 0,08 mg/mL) a prezentat urmatoarele valori: 0,935/0,023 = 40,65

si, respectiv, 2,257/0,058 = 38,9 (reprezentarea spectrelor in figura 11.4.6). Asadar, citirea

valorilor absorbantei la 229 nm este de aproximativ 40 de ori mai sensibila decat masurarea

absorbantei la 545 nm.
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Figura I1.4.6. Spectrele

in vizibil ale solutiilor de biuret ale BSA

la concentratii 0,04 mg/mL si, respectiv, 0,08 mg/mL BSA.

I1.5. REZULTATE OBTINUTE.

DETERMINAREA PROTEINELOR CU ACID

SULFANILIC DIAZOTAT

Acidul sulfanilic are in molecula sa o grupare functionalda amino care poate fi

diazotatd, nu numai la 0-5°C, ci chiar la temperatura camerei. Cuplarea sarii de diazoniu a
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acidului sulfanilic cu doi aminoacizi, histidina si tirozina, existenti in moleculele proteinelor

si peptidelor, conduce la formarea unor azoderivati de culoare galben-rosie, colorimetrabili.

1L.5.1. Reactia tirozinei cu acidul sulfanilic diazotat
Inelul fenolic al tirozinei reactioneaza cu sarea de diazoniu, generand un compus

azoic colorat. Absorbtia acestuia a fost studiatd spectrofotometric in domeniul UV-Viz.
Deoarece tirozina are o reactie de cuplare cu acidul sulfanilic diazotat este posibila
cuantificarea tirozinei in solutiile sale. Aceasta reactie conduce la formarea unui compus
azoic colorat, iar valorile absorbantei acestui compus sunt direct proportionale cu

concentratia tirozinei.

Figura I1.5.2. Reactia Pauly a tirozinei (concentratii 0-300 ug/mL)
cu acidul sulfanilic diazotat.

Pentru a deveni o metoda fiabild, de pilda una pentru determinarea tirozinei si a
peptidelor ce contin acest aminoacid, trebuie studiate interferentele din partea altor substante
cum ar fi fenolii si alti compusi care interfera in reactia Pauly. De aceea, in aceasta lucrare a
fost studiata doar posibilitatea de a determina spectrofotometric compusii care contin tirozina

in molecula lor, cum ar fi zeinele, proteinele din porumb solubile in alcool.

11.5.2. Reactia histidinei cu acidul sulfanilic diazotat
Histidina este un aminoacid ce contine un inel imidazolic, cu formula moleculara

C4HoN30O2 s1 are masa molara M 155,15 g/mol. Inelul aromatic are un caracter bazic ce
permite cuplarea acestuia cu o sare de diazoniu. Pentru realizarea reactiei histidinei cu sarea
de diazoniu a acidului sulfanilic, au fost preparate trei solutii dupa cum urmeaza: solutia 1
contine 350 pug/mL acid sulfanilic cu 1 mL HCI1 37% la 100 mL de solutie; solutia 2, avand
300 png/mL NaNO:z si solutia 3 contine 300 pg/mL histidina in Na2CO3 8%. Acidul sulfanilic
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s-a dizolvat usor in prezenta acidului clorhidric. Pentru a obtine sarea de diazoniu la
temperatura camereli, s-a pipetat prin picurare intr-un mL solutie 1, un volum de ImL solutie
2 si amestecul a fost supus agitarii. Intr-o serie de eprubete au fost pipetate cate 1 mL din
solutia 3 cu concentratii cuprinse in domeniul 0-300 pg/mL, apoi s-au pipetat cate 1 mL din
sarea de diazoniu (tabelul I1.5.1). In timpul pipetarii sirii de diazoniu peste solutia de

histidind s-a observat formarea unei solutii rosu-deschis, datorita azoderivatului format.

Tabel IL.5.1 . Modul de lucru pentru obtinerea amestecurilor utilizate la determinarea
raspunsului colorimetric ( spectral) la concentratii diferite de tirozina

Eprubeta 1|2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11
Na2CO3 8%, mL 1109 (08 (0,7 |06 [0,5 |04 |03 |02 0,1 [0,0
Tirozina, mL 01|01 (02 (03 |04 |05 |06 |07 [08 |09 |10
Sare diazoniu I mL

S-a observat astfel obtinerea unei coloratii rosii cu intensitati proportionale cu
concentratiile solutiilor de histidina (figura I1.5.6). Au fost citite apoi spectrele atat fatd de

apa, cat si fata de proba oarba.

Figura I1.5.6. Reactia Pauly a histidinei (concentratii 0-300 ug/mL)
cu acidul sulfanilic diazotat.

11.5.3. Determinarea proteinelor cu acidul sulfanilic diazotat
Proteinele care contin tirozina si/sau histidina reactioneaza cu acidul sulfanilic diazotat

pentru a forma solutii colorimetrabile. Intr-o prima etapa, s-a studiat realizarea spectrelor
UV-Viz ale proteinelor, folosind BSA drept martor. Evident, in domeniul spectral sub 240
nm, proba oarba a interferat puternic, insa, prin recurgerea la software-ul computerului,

aceste erori pot fi eliminate, iar spectrele devin mult mai curate. Absorbtia maxima a
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colorantilor azoici formati, In raport cu proba oarba, a fost observata n zona de lungimi de

unda 275-350 nm, adica in domeniul ultraviolet (figura I1.5.7).
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Figura 11.5.7. Spectrul UV-Viz al BSA tratatd cu sarea de diazoniu a acidului sulfanilic: a)

spectrul original in care se observa erorile produse de absorbtia puternica a probei oarbe

in UV indepartat; b) spectrul prelucrat electronic de software-ul spectrofotometrului care
elimina automat erorile si imbunatateste calitatea determinarilor.

Spectrul de absorbtie al BSA tratata cu solutii de sare de diazoniu a acidului sulfanilic
a aratat cd este posibild masurarea concentratiei proteinelor in domeniul ultraviolet la 365

nm cu o mai mare sensibilitate decat in domeniul vizibil (figura 11.5.9).
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Figura I1.5.9. Spectrele de absorbtie ale BSA tratata cu solutii de sare de diazoniu a
acidului sulfanilic, concentratiile proteinei fiind 0,2-1,0 mg/mL.
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De aceea, a fost construita o curba de etalonare cu BSA in domeniul de concentratii
0,2-1,0 mg/mL la 365 nm (figura I1.5.10). Dependenta absorbantei de concentratie a fost
liniard in domeniul de concentratii 0,2-1,0 mg/mL BSA, iar ecuatia de regresie a fost: Ases
=0,6812-C + 0,3746 (R? = 0,9892; r = 0,994), unde A3es este valoarea absorbantei la 365

nm, iar C, concentratia BSA exprimata in mg/mL.
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Figura 11.5.10. Curba de etalonare la determinarea proteinelor cu acid sulfanilic diazotat.

I1.6. FLUORIMETRIA

ridicate, compusii putand fi determinati chiar la concentratii de 1-10 pg/mL. Initial s-au
determinat spectrele de emisie prin metoda fluorimetrica caracteristice peptidei protejate N-
CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-tirozina (BCT) si aminoacidului L-tirozina.

Pentru a evidentia impactul ionilor de fier asupra fluorescentei peptidei s-au efectuat
diferentele spectrale dintre masuratorile de fluorescentd efectuate in prezenta si absenta

acestor ioni. Astfel s-a constatat o stingere a fluorescentei la lungimea de unde de emisie de
303 nm.

11.6.1. Studii de fluorescenti 3D

Analog, s-a preparat o solutie 18 pM de peptidd N-CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-
tirozind astfel: intr-o cuva de cuart s-a transferat un volum de 96 pL solutie de peptida de
concentratie 0,187 mM, 4 uL apa distilata si 900 uL tampon de acetat de sodiu la pH 7.

In continuare s-a trasat spectrul de fluorescenta (figura I1.6.4) in domeniul de excitare

250 nm-490 nm si emisie intre 260 nm-500 nm, proba de referintad fiind un amestec de 100
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pL apa distilata si 900 pL tampon de acetat de sodiu la pH 7. Din spectrul 3D s-a observat

doar un maxim de emisie situat la perechea spectrala Aex / Aem 275 nm /301 nm.
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Figura 11.6.4. Spectrul de emisie in 3D (stdnga) al peptidei
N-CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-tirozind la o concentratie de 18 uM si
spectrul de proiectie (dreapta)in solutie tampon acetat 45 mM pH 7,0.

Analog s-a trasat spectru 3D al tirozinei, o solutie 7 pM 1n tampon acetat la pH 7 in
acelasi domeniu spectral de excitatie si emisie.
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Figura 11.6.5. Spectrul de emisie in 3D (stanga) al L-tirozinei la o concentratie de 7 uM si
spectrul de proiectie (dreapta)in solutie tampon acetat 45 mM pH 7,0.

11.6.2. Efectul ionilor de cupru
S-au realizat masuratori de fluorescenta folosind peptida N-CBZ-S-benzil-L-

cisteinil-L-tirozind dizolvatd in tampon acetat la addugarea ionilor de Cu®". Astfel, in
vederea acestei determinari, s-a utilizat o solutie diluata de peptida (4.5 uM) si s-au modificat
parametrii de achizitie astfel incat excitarea a avut loc iIn domeniul 200 nm-370 nm, iar
emisia a fost Tnregistrata in intervalul cuprins intre 210 nm si 380 nm, proba de referinta

fiind aceeasi. Solutia de peptida diluata a fost preparata astfel: 24 pL peptida de concentratie
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0,187 mM, 76 pL apa distilata si 900 pL tampon acetat de sodiu 50 mM cu pH 7. Figura

I1.6.6 prezinta spectrul de emisie fluorescenta in 3D a peptide diluate corespunzator.
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Figura 11.6.6. Spectrul de emisie fluorescenta in 3D a peptidei
(4.5 uM, stinga) si reprezentarea proiectiei acestuia (dreapta)
in tampon de acetat de sodiu 45 mM cu pH 7.

La adaugarea ionilor de cupru s-a observat o usoard modificare a intensitatii
fluorescentei. Cresterea intensitatii fluorescentei poate fi pusd pe seama complexarii ionilor
de cupru de catre atomul de sulf din peptida fapt care ar determina o stingere intermoleculara
mai putin pronuntatd a fluorescentei restului fenolic, caracteristic tirozinei, de catre atomii

de sulf din moleculele de peptida adiacente (figura 11.6.7).
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Figura I11.6.7. Spectrul de emisie al fluorescentei in 3D (stanga) si
de proiectie (dreapta) pentru peptida N-CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-tirozina (4.5 uM)
la adaugarea ionilor de Cu?*

Concluzia ce se poate extrage din aceste masuratori de fluorescentd este ca ionii

metalelor grele, cum ar fi de exemplu cuprul influenteaza stingerea fluorescentei.

35



11.6.3. Determinari fluorimetrice comparative intre tirozind si peptida
S-au efectuat masurdtori de fluorescenta, citite atat sub forma de spectre de

fluorescenta, cat si in 3D, domeniul de excitare fiind 250 nm-490 nm, iar domeniul de emisie
260 nm-500 nm. Atat pentru tirozina, cat si pentru peptidd au fost efectuate masuratori de
fluorescentd folosind spectrofluorimetrul Jasco 8350 (Japonia). Rezultatele obtinute se pot
observa in figura I11.6.8. Desi concentratia tirozinei a fost mai mare 5,5 uM, intensitatea
fluorescentei peptidei BCT a fost mai ridicatd (figura 11.6.8). Aceastd comportare poate fi
atribuitd prezentei grupdrilor protectoare carboxibenzoil (Cbz) si benzil din aceasta molecula

care pot induce o crestere a intensitatii semnalului fluorescentei.
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Figura 11.6.8. Spectre de emisie pentru tirozina (3,5 uM, albastru)
si peptida (4,7 uM, rosu) in tampon acetat 45 mM pH 7,0.

11.6.4. Fluorimetria in studiul zeinelor
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Figura 11.6.9. Spectrul de fluorescenta a unei solutii alcoolice (70%) de zeina
(excitatie la 250 nm, emisie in domeniul 200-800 nm,).
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Zeinele sunt proteine de rezerva din surse vegetale. Deoarece zeinele se pot obtine n
stare aproape purd In extractele alcoolice s-a studiat comportarea fluorimetrica in vederea
cuantificarii acestor proteine. Pentru aceasta s-au realizat spectre avand diferite lungimi de
unda de excitatie. Astfel, utilizarea unei lungimi de unda de excitatie la 250 nm a condus la
o slaba fluorescenta a zeinei, dupad cum era de asteptat, desi in molecula a-zeinei se afla noua
resturi de fenilalanind (figura 11.6.9). Din aceastd figurd se observa insa cateva benzi de
fluorescentd, incepand cu semnalul minor de la 253 nm datorat probabil dispersiei luminii
UV care a fost absorbitd la 250 nm

Desi de intensitate relativ redusa, cea mai importantd banda de emisie fluorescenta a
fost observata la 301 nm (6,5 unitati de fluorescentd), in timp ce a fost remarcat i un umar
la 357 nm de 4,1 U.F. Doua semnale de intensitate mai mica a emisiei au fost observate la
A =503 nm respectiv A = 603 nm. Ultimul semnal poate fi atribuit in mod clar si efectiv
fluorescentei zeinelor datorata resturilor de fenilalanina analog celui care se regaseste si la
301,5 nm. Aceasta ultima banda se datoreaza tranzitiei electronice de pe nivelul superior de
excitare, pe unul inferior, iar de pe acesta, direct pe nivelul corespunzator starii fundamentale
(emisie la 301,5 nm) sau in doua trepte (emisie a doud cuante de lumina cu A = 603 nm).

In figura I1.6.11 se remarci aliura spectrului de fluorescenta al aceleasi solutii de zeina, insa

supusa excitatiei la o lungime de unda de 280 nm.
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Figura 11.6.11. Spectrul de fluorescenta a unei solutii de zeina excitata la 280 nm.

In figura 11.6.12 a fost inclus spectrul de fluorescent al solutiei de zeina la care
excitarea a fost realizatd la lungimea de unda de 260 nm. Umarul de la L263 = 8,3 U.F. poate
fi fost caracteristic dispersiei radiatiei de excitare. Teoretic, emisia tirozinei este la 301 nm.

Maximul de emisie a fost insd observat la 296 nm (intensitatea relativa 21,1 U.F.), in timp
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ce la 301 nm aceastd intensitate a scazut la 96,2% din aceea maximad (20,3 U.F.).
Suplimentar, s-a observat un umar specific de la 350 nm (10,3 U.F.) si cel de la 598 nm (5,8
U.F.). Era de asteptat ca aceastd ultima lungime de unda mentionata sa reprezinte dublul

celei corespunzatoare maximului principal.
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Figura 11.6.12. Spectrul de fluorescenta a unei solutii de zeina excitata la 260 nm.

Metodele fluorimetrice se bazeaza pe masurarea emisiei de lumina de catre proteine
si peptide in urma excitarii cu o lungime de unda specifica. Aceste metode sunt sensibile si
selective, furnizand informatii despre structura si interactiunile moleculare ale proteinelor si
peptidelor in special in solutie. Deoarece zeinele contin resturi de tirozinad in moleculele lor,
iar acestea au capacitatea de a emite cuante de lumina la lungimea de unda de 300 nm, daca
excitarea se face la mai multe lungimi de unda, atunci acestea se pot determina cantitativ nu
numai la o singura lungime de unda de excitare, de pilda la 274,2 nm, ci la aceasta lungime,

concomitent si la altele pentru a elimina, pe cat posibil, interferentele.

CONCLUZII GENERALE

In aceastd teza de doctorat cu titlul "Metode rapide si sensibile de determinare a
proteinelor si peptidelor” au fost studiate si imbunatatite metodele de determinare a
proteinelor si peptidelor. Astfel, s-a urmarit imbunatatirea metodologiei de determinare a
proteinelor si peptidelor cu metode bioanalitice ieftine, robuste, rapide si sensibile. Au fost
propuse noi tehnici spectrofotometrice UV-Viz si fluorescente de determinare a proteinelor,
peptidelor si aminoacizilor componenti ai acestora in comparatie cu metodele de referinta

descrise in literatura de specialitate. Determinarea proteinelor cu noile metode a fost

38



comparatd cu o metodd standardizata, si anume metoda micro-Kjeldahl care masoara
continutul de azot din probele de cercetat sau cu valorile metodelor spectrofotometrice
cunoscute.

Cercetarile realizate in perioada studiilor doctorale au condus si la 0 mai buna
intelegere a interactiunilor ionilor de cupru cu proteinele, in vederea gasirii unor aplicatii in
analiza chimica a proteinelor.

Studiul metodelor rapide si sensibile de determinare a proteinelor si peptidelor a
condus la concluzii experimentale referitoare la gasirea unor noi modalitdti de lucru si s-a
concentrat pe urmatoarele directii:

1). Imbunatitirea metodologiei de determinare a proteinelor cu metoda biuretului

Au fost studiate conditiile de reactie ale proteinelor cu ionii de cupru si s-a evidentiat
faptul ca inlocuirea reactivului cu sulfat de cupru si tartrat dublu de sodiu si potasiu conduce
biuret.

A fost studiatd formarea complexului biuret si absorbtia sa in ultraviolet si s-a
demonstrat ca acesta este stabil numai in mediu alcalin, insd se descompune usor in mediu
acid si chiar prin diluare cu apa, deoarece diluarea solutiei ce contine acest complex conduce
la descompunerea sa.

Interferenta aminoacizilor in metoda biuret propusa in aceasta teza a fost studiata in
domeniul vizibil. S-a constatat cad histidina interfera puternic, in timp ce alti aminoacizi,
precum triptofanul au prezentat o slabd interferentd. S-a mai constatat ca aminoacizii
formeaza complecsi cu maxime de absorbtie diferite, astfel incét interferenta aceluiasi
aminoacid la 545 nm poate fi diferita de aceea la 560 nm.

2). Studiul determinarii proteinelor utilizind reactia acestora cu sarea de diazoniu a
acidului sulfanilic

A fost studiata reactia Pauly utilizand sare de diazoniu a acidului sulfanilic (SA) si
aminoacizii tirozina si histidind. S-a constatat ca acesti aminoacizi formeaza compusi azoici
ce absorb atat in domeniul vizibil, cat si in ultraviolet.

A fost studiata reactia Pauly cu proteinele si s-a constatat ca existd un domeniu larg
de lungimi de unda unde azoderivatii formati absorb relativ intens, inclusiv in domeniul
ultraviolet.

A fost propusa o metoda de determinare a proteinelor bazata pe reactia Pauly, in care

curbele de etalonare se traseaza cu proteinele de analizat.
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3). Determinarea proteinelor in ultraviolet.

Spectrele in domeniul ultraviolet ale peptidelor si proteinelor au prezentat maxime
de absorbtie, caracteristic legaturilor peptidice. Peptidele si proteinele avand in molecule
resturi de aminoacizi aromatici prezinta un maxim de absorbtie specific la 274-280 nm.

Au fost cercetate metodele de determinare a proteinelor iIn UV indepdrtat si s-a
constatat cd este necesara purificarea acestora, altfel apar erori datoritd multiplelor
interferente. Purificarea se poate realiza cu acid tricloracetic (TCA) dupa metodele
recomandate in literaturd, iar separarile prin HPLC permit astfel de determinari.

4). Studiul determinarii peptidelor cu metode spectrofotometrice sensibile, rapide i
selective atit in domeniul UV, cdt si Viz, fie prin masurdtori directe sau prin derivatii
rezultati din reactiile chimice ale peptidelor.

Glutationul, o tripeptida cu rol de protectie in celulele vii, a fost determinat cu metoda
biuretului propusa in aceasta lucrare atat in domeniul vizibil, cat i in ultraviolet la 228 nm.
Sensibilitatea masuratorilor la 228 nm a fost de circa 44 ori mai mare In domeniul UV decat
in domeniul vizibil.

O alta peptidd model, avand 10 resturi aminoacide Tn moleculd si o inalta capacitate
de legare a ionilor de cupru, a fost luata in studiul legarii ionilor de cupru la peptide la diferite
valori de pH. S-a constatat ca aceastd peptida leaga puternic ionii de cupru atit datorita
gruparii sulfhidrilice, cat si datoritd aminoacizilor cu capacitate de legare de astfel de ioni.
Insa, cresterea intensititii absorbtiei complexului format de P10 cu ionii Cu®" a fost mai mare
cu cresterea pH-ului solutiei rezultate.

Au fost studiate mai multe peptide intre care peptida N-CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-
tirozind (BCT) si seril-glicina sau glicil-triptofanul. S-a constatat ca fiecare dintre toate
aceste peptide pot fi determinate in UV, la diferite lungimi de unda, pentru fiecare este
necesar sa se Intocmeasca curba de ctalonare si sd se calculeze coeficientul molar de
absorbtie.

5). Studiile fluorimetrice au vizat atit peptidele cdt §i proteinele si, in special, zeinele.

Intensitatea fluorescentei unor peptide, aminoacizi si proteine a fost masurata pentru
CBZ-S-benzil-L-cisteinil-L-tirozina (BCT) a indicat faptul ca fluorescenta sa nu este
influentatd semnificativ de celelalte resturi aminoacide sau grupari protectoare, insd este
influentatd de diversi contaminati ai solutiei sale, cum ar fi fericianura de potasiu si ionii de

cupru.
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Zeinele pot fi determinate fluorimetric datoritd prezentei in molecula lor a unui
numar relativ mare de resturi de tirozind, in ciuda absentei celor de triptofan si obtinerii lor
in stare purd prin extractie cu solutii alcoolice. Deoarece zeina contine resturi de tirozina in
moleculd, iar acestea emit in jurul valorii de 300 nm, se poate realiza excitarea la mai multe
lungimi de unda, pentru a elimina, pe cat posibil, interferentele. Cea mai intensa fluorescenta
a fost observata la 270 nm, ceea ce a sugerat ca determinarea fluorimetrica a zeinelor ar
trebui facuta la aceasta lungime de unda.

6). Determinarea unor probe reale.

Studiile realizate in cadrul tezei de doctorat au condus la concluzia ca este posibil sa
se determine proteinele, dar si aminoacizii componenti de interes in aceeasi solutie, dupa o
singura cantarire a materialului analizat. Metodele propuse sunt simple, cu costuri reduse si
ofera rezultate fiabile pentru determinarea sensibild, selectivd si rapidd a proteinelor si
peptidelor in diverse medii biologice.

Validarea metodelor propuse a fost realizatd in conformitate cu standardele
internationale pentru selectivitate, linearitate, acuratete, precizie, robustete, limita de detectie
si limita de cuantificare (Araujo, 2009; Sahoo si colab., 2018).

In urma cercetirilor realizate s-au obtinut date de cercetare care au permis atat
imbunatatirea metodologiei de determinare a proteinelor si peptidelor, cat si publicarea lor
in reviste internationale cu factor de impact si sustinere la conferinte nationale si
internationale. Astfel, au fost publicate sau acceptate la publicare trei lucrari stiintifice cu
factor de impact (doua dintre acestea fiind deja publicate). De asemenea, au fost publicate
doua lucrari stiintifice In volumele conferintelor internationale, iar altele au fost sustinute la
conferinte nationale si internationale fiind publicate numai sub forma de rezumat.

Totodata, in afara noilor metode elaborate si prezentate in aceastd teza de doctorat,
au fost perfectionate metodele analitice existente de determinare a peptidelor si proteinelor
concentratii cu ajutorul spectrofotometrelor si spectrofluorimetrelor moderne. Astfel, acestea
permit determindri iIn domeniul UV indepartat, iar spectrele pot fi prelucrate direct pe
instrumentele respective pentru Tmbunatatirea calitatii spectrelor (engl. smoothing,

indepartarea asperitatilor), iar datele pot fi prelucrate in Excel.
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