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INTRODUCERE

Caracteristica majora a lumii contemporane, o constituie necesitatea stringenta
de a gasi solutii noi in toate domeniile de activitate, printre care, productia de bunuri
alimentare raiméne problema fundamentala.

Necesitatea gasirit unor solutii noi se datoreazi, pe de o parte starii de degradare
avansatd a mediului ambiant, in urma aplicarii unor metode necorespunzitoare de
exploatare a naturii i de dirijare a proceselor de productie agicola, a neconcordarii
diferitelor activitafi ale societatii umane, precum si, pe de altd parte, a epuizarii unor
surse de energie i materii prime, care au stat la baza tehnologiilor intensiv aplicate,
mai ales in ultima suta de ani.

Starea de degradare a mediului inconjurétor atét prin alterarea calitafii biologice
a diferitelor nivele structurale ale biosferei, asa cum rezultd din scaderea fertilitétii
solurilor cultivate si slabirea rezistentei la boli a plantelor,animalelor i a omului, cit si
prin intoxicarea aerului, apei §i alimentelor cu substante nocive de sinteza (pesticide,
medicamente, stimulatori de crestere) sau cu produse reziduale rezultate din diferite

"yt e

activitati industiale (metale grele, bioxid de sulf, fluor, produsi radioactivi, etc...).

In fata statisticilor privind rispandirea crescanda, a bolilor de degenerescenti si
a riscului demonstrat al unor tehnologii orientate numai pe criteriul economic ingust al
rentabilitatii pe termen scurt, gandirea despre lume a evoluat, fiind obligatd la
reexaminarea §i reevaloarea diferitelor puncte de vedere.

Dupi ce innoirile stiintifice i tehnice, care au avut loc in ultimele doua secole,
au creat o bazd importand pentru ridicarea nivelului material al oamenilor, lumea
contemporana se gaseste confruntatd cu o serie de probleme majore.

Cu o frecventd din ce in ce mai mare apar carfi privind poluarea, resursele
energetice, solutii noi pentru micsorarea intensitdtii consumului de materii prime
epuizabile. Nu mai pufin cunoscute sunt preocuparile legate de lupta impotriva bolilor
cu mare raspindire, cum sint cele ale aparatului respirator, bolile de degenerescents,
bolile genetice, lupta impotriva invaziilor de ddunitori §i a bolilor criptogamice la
plante, precum si lupta pentru combaterea foamei, pentru salvarea patrimoniului genetic
al Terrei, reprezentat prin speciile vegetale si animale, din care multe sunt amenintate
cu disparitia intr-un timp relativ scurt.

Descoperirea posibilitdtii de a mari productia cu ingrasiminte chimice, a
obligat, impreuna cu calculele ecomomice si considerentele care au dus la practicarea
monoculturii §i a rotafiilor simple de tip grau-porumb, la inventarea pesticidelor
(fungicide, insecticide, ierbicide), compusi chimici, care au devenit insotitorii zilnici ai
omului §i ai aerului pe care acesta il respira.

Medicamentele de sinteza , care ugureaza adesea situatia unor bolnavi , atrag,
destul de frecvent, dupa ele, intoxicatii secundare care necesitd aplicarea unui nou
tratament, ce se poate solda cu o noui deplasare a simptomatologiei.

Tranchilizantele de sinteza, inlaturd suferinta psihica, dar o inlocuieste adesea
cu o incapacitate de a face fatd obligatiilor sociale, asigurdnd, nu seninitatea, ci o
rupere de realitate prin starea de indiferenta creata.

in sfirsit, eradicarea unor boli este insofitd de extinderea altora, cum sunt in
prezent bolile cardiovasculare, cancerul, diabetul, sindromul SIDA, etc... .

Medicatia de sinteza are succese rapide in bolile acute si pornind de la aceasta
certitudine, in ultimul secol s-a dezvoltat o industrie puternicid. Dar cu toate efectele
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benefice, in ultimul secol, multe din aceste medicamente au, datoritd utilizarii lor
excesive si de multe ori necontrolate, efecte nocive.

Citeva statistici ne redau urmatoarele rezultate: in S.U.A. mai mult de 100 de
fabrici produc in jur de 3700 kg amfetamine pe an, adici 37 miliarde de doze. In Franta
consumul de antibiotice constituie o treime din consumul total de medicamente, iar in
S.U.A. intre 1948-1966 s-au lansat pe piatd 7563 de variante de noi medicamente (100).

Modificarile ce apar la nivelul organismelor animale in urma actiunii diferitilor
factori de stress si a procesului natural al imbatranirii , au fost studiate de foarte multi
cercetitori. Pana in prezent s-au concluzionat urmitoarele (97):

Modificarile metabolismului glucidic legate de stiri de stress §i varsta

Caracteristicd principald: scaderea utilizarii tisulare a glucozei

Dependentd de :

o modificari tisulare primare

- scaderea numairului de celule active si a consumului lor de glucoza in scop
energetic sau de sinteza

-scaderea echipamentului enzimatic tisular ( scdderea continutului de coenzime
ale metabolismului oxidativ , enzime oxidante §i decarboxilante ale ciclului Krebs, etc.)
e modificari in eficienja mecanismelor de glicoreglare

- deficienta raspunsului insulinic precoce ( cu ~ 50 % fata de organismul tanar )

- scaderea eficientei biologice a insulinei circulante

Se manifestd prin :

e scaderea ritmului de reinnoire a glucozei extracelulare
e diminuarea aportului de glucoza spre {esuturi
e scaderea tolerantei la glucoza

Ipoteza:

Scaderea utilizarii glucozei este in concordanti cu reducerea generald a activititii
biologice caracteristicd imbatranirii, filnd concomitentd cu diminuarea consumului
energetic si a ingestiei de alimente , cu modificarea metabolismului bazal, a capacitatii
vitale si a debitului cardiac

Modificirile metabolismului lipidic legate de stari de stress si de varsta

Caracteristicd: scaderea ritmului metabolismului lipidic

Dependentd de:

e alterdri ale absorbfiei intestinale a grasimilor neutre prin deficienta lipazei
pancreatice

e anomalii de transport plasmatic al lipidelor:( prin aparitia anomaliilor suportului
proteic si ale hidrolizei plasmatice )

e scédderea catabolismului lipidic ,datorat:

- metabolismului insuficient al glucozei, producerea insuficienta de NADPH, (
prin ciclul pentozo-fosfatilor) si de a- glicerofosfat

-modificarilor proprii ale tesutului adipos ( citologice si de vascularizatie)

-modificdrilor factorilor de reglare hormonald , a echilibrului enzimatic si
vitaminic

Se manifestd prin :

e cresterea cantititii de grasime a organismului
e scaderea metabolismului tesutului gras ( se manifesta prin sciderea reactivitatii la
agenti catabolici- comparabilda cu cea intdlnitd in ateroscleroza sau in cazul

organismelor supuse unor stressuri repetate : in aceste situatii peretele aortic se
comporta similar cu esutul adipos )

e hiperchilomicronemie
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o cresterea nivelului majoritatii fractiunilor lipidice
e alterarea curbei dinamice de incarcare lipidica

Ipoteza:

Poate fi o veriga a lanfului de fenomene metabolice, ce conduc la infiltratia grasa
a peretelui aortic in senescent si ateroscleroza( 97).

Modificirile metabolismului protidic legate de stiri de stress §i varsta
Caracteristici : cresterea metabolismului proteic ( controversat )
Argumente :

e menfinerea nealteratd a proteinemiei totale §i a unei varietafi de activitafi enzimatice
sau hormonale

o formarea si cresterea activitafii unor enzime adaptative ( ex.: triptofanperoxidaza
sau tirozintransaminaza dupi administrare de cortizon)

e posibilitatea echilibrarii bilanfului azotat , prin instituirea unei diete proteice corecte

sau prin tratament cu steroizi anabolici

Parametrii biochimici modificafi :

hipoalbuminemie

hiperglobulinemie ( ca o riposta a organismului fat de scidderea albuminelor )

modificari ale continutului de aminoacizi liberi

cresterea glutationului oxidat

valori maxime ale ureei

hiperuricemie moderata

hipercreatinemie discreta

Ipoteza: Reducerea permeabilitdfii capilarelor fatd de moleculele proteice ,
tulburari de transport transcapilar, ce provoaca tulburari de difuziune , de ultrafiltrare si
de transport activ(97).

Aceste modificari se resimt la nivele diferite ale tesuturilor.

Modificari la nivelul tesutului nervos

Cel mai afectat tesut , la care se pot observa primele alterari este tesutul nervos,
datorita faptului ca acesta este cel mai activ si sensibil la stresul zilnic precum si pentru
ca in activitatea acestuia sunt implicate o serie de enzime, cum ar fi cele implicate in
procesele majore.

o Astfel legat de metabolismul glucidic , creierul utilizeazi cu preponderenta glucoza
libera ( la organismele afectate de stres si de procesul de imbatranire se constata o
scédere a activitafii hexokinazei, mult mai intensa la organismele tinere ). Pe de alta
parte se constatd , de asemenea , o scidere a activitifii enzimelor respiratorii din
creier, cum ar fi : succinoxidaza, citocromoxidaza, succindehidrogenaza. Aceasta
scadere este diminuatd nu printr-un fenomen de inhibare a activititii ci printr-un
mecanism de diminuare a sintezei proprii a enzimei, prin reducerea cantitatii de
substanta din mitocondria substantei cenusii

In ceea ce priveste o dereglare a metabolismului protidic , aceasta conduce la :

e acumulidri de acid piruvic ceea ce provoacd deregliri neurologice , cu forme
spastice si paralitice, in special la organismele in varstd

e acumularea amoniacului (substan{d toxici pentru organism ) , care se produce
datoritd diminudrii activitafii glutaminazei ATP-dependente, conduce la alterari la
nivelul sistemului nervos central (SNC); activitatea enzimei ( care este 0 enzima cu
grupari —SH ) se poate restabilii cu ajutorul substantelor cu grupari —SH

Prin dereglarea metabolismului lipidic , foarte afectat este SNC. Are loc :
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e o scadere a activitdtii lipazelor si lecitinazelor conduce la procesul de demielinizare
la nivelul celulei nervoase (in cazul persoanelor varstnice).

O scidere cu 50% a activitatii acetilcolinesterazei , la nivelul medulosuprarenalei,
conduce la o diminuare a conducerii influxului nervos si a generdrii potentialului
electric in axoni, acestia fiind responsabili de biocurentii din celula nervoasa , ceea ce
va avea ca efect declansarea unui intreg ansamblu de neurotulburidri, consecutive
fenomenului de imbatranire a celulei nervoase, raspunsul celulei nervoase , la noi
stimuli , efectudndu-se mult mai lent.

S-a constatat ci o serie de modificéri se datoreazi implicarii grupérilor tiolice (-
SH). Acestea sunt implicate intr-o multitudine de procese esentiale pentru mentinerea
integritatii functiei celulare cét si a fenomenelor de transfer membranar a diferitelor
substante considerate de bazi in metabolismul celular.

In cursul a numeroase cercetiiri s-a urmirit diminuarea acestor efecte , care in
final duc la moartea organismelor ; s-a recurs, in majoritatea cazurilor, la tratamentul
medicamentos cu medicamente de sinteza , dar care pe langa efectele bineficitoare au
si o serie de reactii nedorite.

In aceste conditii, in care sciderea imunitatii organismelor vii devine
ingrijordtoare, intervine utilizarea unei terapii naturiste in scop profilactic. Tehnicile
terapiei naturale s-au imbogatit, tocmai in acest sens, simtitor in toatd lumea; s-au
acumulat date importante de cercetare fundamentala.

In cele mai multe tiri activitatea curativa sanitard se face predominant cu
medicatie alopati. Bolnavii recurg la terapia naturista doar cand nu tolereaza medicatia
clasica sau cind aceasta nu a avut efect ( boli grave, incurabile ) ceea ce constituie inca
o piedica in afirmarea posibilitétilor terapiei naturale.

Este necesara o imbinare a celor doud metode (alopatad si naturistd ) in asa fel
incét suferinta umana si fie diminuat3 la minim, spre binele bolnavului.

Orientarea actuald spre care se tinde in lume este instruirea multiterapeutica
intr-un domeniu de patologie; astfel terapeutul va aplica metoda care se preteaza cel
mai bine formei de boala sau tipului de bolnav care ii cere ajutorul.

Una dintre plantele cunoscute, incd din evul mediu, atdt pentru proprietitile
aromatizante cat §i pentru proprietitile curative este usturoiul (Allium sativum).

fn prezent aceastd planti este studiati pentru multitudinea de efecte benefice
asupra organismelor vii cat gi a analizarii multitudinii principiilor active, existente in
aceastd planta(21).

Prezenta tezi este structurati pe 6 capitole si 262 de pagini , confine 333 de
referinte bibliografice , 18 figuri, 68 de tabele, 47 de grafice si a condus la publicarea a
11 lucréri stiintifice §i comunicarea a 2 lucrari.
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PARTEA I-A
CERCETARI BIBLIOGRAFICE

CAPITOLUL 1

1. Gruparile tiolice si implicatiile lor in procesele metabolice

1.1. Reactivitatea gruparilor -SH

Datoritd acumularii unor cunostiinte deosebit de importante in ceea ce priveste
rolul grupdrilor tiolice in organism , un mare numar de oameni de stiinta se preocupa
in prezent de studiul efectelor acestor grupdri ,in special in procesele de
imbatranire (145).

Acest interes deosebit este explicabil datoritd importantei implicarii
grupdrilor tiolice in functia aparatului mitotic , In diviziunea celulard , in procesul de
cariochineza, in structura tridimensionanald a moleculei proteice , in stimularea
morfogenezei §i a procesului de crestere , in polimerizarea AND-ului i in sinteza
de ARN precum si in reglarea activitatii a numeroase enzime .

Grupdrile tiolice exercitd un stimul gi asupra mecanismului de reglare a
respiratiei , participand la transferul de hidrogen de pe flavoproteina , la activarea
citocrom - reductazei si facilitatea reducerii citocromului ¢ de citre NADH .

Importanta  grupdrilor -SH in procesele metabolice intermediare este
oglindita si de rolul CoA-SH , care participa la metabolismul acizilor grasi , la cel al
glucidelor in cadrul ciclului Krebs precum si in metabolismul proteic .

Datorita reactivitafii mari a gruparilor -SH , acestea au fost denumite ca cele
mai reactive grupari functionale din randul celor cunoscute in organismul viu .

1.2. Chimia si biochimia grupirilor tiolice si disulfurice
1.2.1 Structura si reactiile grupéarilor -SH

Grupirile tiolice i-au parte la majoritatea proceselor metabolice importante
din care cauzi, modificérile in structura si activitatea substantelor ce contin grupari
tiolice se vor extinde asupra intregului organism .

Legatura covalentd dintre atomii de S si H determina intre ei o densitate
electronica mare , desi distan{a dintre acegtia este mai mare decit cea a altor legaturi
covalente ( 2.54 °A fatd de 2.16 °A , in cazul -OH ).

Gruparea tiol este un acid slab , care disociaza la un pH ridicat. Substantele
tiolice care contin in molecula lor §i grupéri aminice dau nagtere unui numar mare de
ioni, determindnd chiar un anumit gen de ciclizare , dependent de pH .

in cazul macromoleculelor disociatia electrolitica este putin diferitad si anume ,
relatia dintre valoarea pH-ului din mediu gi cea de pe suprafata miceliului
influenteaza gradul de disociatie a macromoleculelor §i reactivitatea gruparilor -SH.

Disociatia cu un efect global electropozitiv ( micele cationice ) activeaza centri
enzimatici activi , iar cea cu un efect global electronegativ ( micele anionice ) este
usor inhibitoare .

Reactivitatea §i varietatea reactiilor chimice , proprii gruparilor -SH , le
confera o importanti biologica dintre cele mai mari .
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Proprietitile compusilor -SH cu molecule mici nu se pot transpune direct la
compusii -SH macromoleculari de tip proteic, pentru ci reactivitatea gruparilor -SH
din macromolecule depinde si de natura chimica a aminoacizilor invecinati cu
gruparea -SH, de structura complexd a macromoleculei , de configuratia ei spatiala ,
de caracterul polar sau nepolar al reactivilor , etc.

1.3.Compusi cu structuri simple cu grupiri -SH libere si punti disulfurice
prezente in organismele vii
Din clasa compusilor cu grupdri tiolice si disulfurice fac parte substante foarte
diverse ca: acizi organici, tioaminoacizi, oligopeptide etc. (145).

1.3.1. Cisteina si cistina
Acesti aminoacizi au un metabolism comun: Echilibrul lor reprezinta una dintre
cele mai importante reactii care ilustreazid dinamismul substantei vii.

Reactia se produce sub actiunea unor enzime specifice din clasa oxido-reductazelor

(C.E.1), la al céror sistem participa citocromii §i citocrom-oxidaza .

Biosinteza cisteinei are loc in organism la nivelul hepatocitului prin
participarea metioninei, serinei, homocisteinei si cistationinet.

La animalele superioare, tinere i adulte, reactiile de formare a cisteinei sunt
reversibile.

Degradarea cisteinei se realizeazd pe multiple cdi, care dovedesc caracterul
glucogenic al acestui aminoacid.

Mecanismele de desulfurare a cisteinei au loc la nivelul ficatului si conduc la
formarea acidului piruvic:

CH, CH, CH,
L N3
CH,SH cisteindesulf
NH,CHCOOH C—NH, C=NH C=0
COOH COOH COOH

Desulfhidrarea cistinei sub actiunea cisteindesulfthidrazei duce la formarea
finala a acidului piruvic, si respectiv de ioni sulfat.

Formarea ionilor SO42- din atomul de sulf al cisteinei se poate realiza dupi
schema:
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L- cisteina » acid betamercaptopiruvic + S
transaminare
acid alfa cetoglutaric —— > acid glutamic
acid piruvic
transaminare
acid oxalilacetic » acid aspartic

\J
acid cisteinsulfinic /—.\acid betasulfinilpiruvic

/ N *_»
NAD+ NADH S0,? —» SO,°—» SO,

Fig. 1 Formarea ionilor S042- din atomul de sulf al cisteinei

( schema preluata dupa Jocelyn (145) )

La nivelul ficatului ionul de S2- este transformat in ioni de tiosulfat, care apoi
se oxideazi la SO42-,

Oxidarea cisteinei la acid cisteinsulfinic (acid B-sulfinil- L -aminopropionic)
initiazd transaminarea, decarboxilarea §i oxidarea respectiv formarea acidului
glutamic, a acidului piruvic st a taurinei.

Sulfatii, termenii finali ai compusilor organici cu sulf, se elimind sub diferite
forme prin urind: sulfati anorganici, esteri sulfurici sau sulfoconjugati.

Pentru a realiza aceste reactii, sulfatii trebuie sd fie in prealabil activafi prin
intermediul ATP . In urma transformdrii lor in adenozin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat devin
activi.

Radicalul sulfat poate fi transferat pe diversi acceptori, prin intermediul
transsulfatazelor.

In afari de adenozin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat, in procesele de detoxifiere
intervine N-acetilcisteina, care formeaza acizi mercapturici prin cuplarea cisteinei cu
compusi aromatici. Se obtin compusi netoxici de forma:

R—S—CHZ—?H—NH— CO—CH

COOH

O economie importantd a organismului privind turnoverul cisteinei o

constituie sinteza formil-cisteinei.

Cisteina intrd in constitufia unui tripeptid foarte important in procesele de
oxido-reducere, constituit din cisteina, glicocol si acid glutamic: glutationul.

Proprietatea cisteinei de a fi oxidati la cistind se transmite si glutationului, in
compozifia cdruia se gaseste, trecindu-1 astfel in glutation oxidat: 2G-SH— G-S-S-G.

Animalele isi procurd in general cisteina din dieta normala, prin digestie
directd. Transferul cisteinei, impreund cu alti aminoacizi liberi, prin peretele
intestinal in circuitul sanguin, se produce prin difuziune combinata cu transport activ.

Sistemele acestea pot fi congenital defectuoase.

Aparitia cisteinei §i a cistinei in cantiti{i mari in urini se datoreste unei devieri
metabolice ereditare de la cidile normale de eliminare, stabilind sindromul de
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cistinurie. Acesta este caracterizat prin micgorarea valorii aminoacidului din singe,
deoarece prezenta in urind de datoreste unei reabsorbfii tubulare defectuoase.
Solubilitatea redusi a cisteinei duce la formarea de cristale, sub forma de calculi.

Cistinuria, afectiune cu caracter ereditar, nu este corelatd cu o dereglare a
metabolismului cisteinei, cum ar fi cistinoza, maladie caracterizati prin cresterea
concentratiei de cistind §i depozitarea ei sub formd de cristale la nivelul sistemului
reticulo-endotelial (spling, ficat, rinichi, ocht).

1.3.2. Metionina

Metionina (acid a-amino-y-metiltiobutiric) a fost izolata pentru prima oara din
produsele de hidroliza acida a 1anii, ovalbuminei §i cazeinei, iar ulterior, a fost izolata
din majoritatea proteinelor animale §i vegetale.

Ea este un aminoacid semiesential pentru cresterea animalelor, jucand un rol insemnat in
reactiile de trasmetilare.

In prezenta urmelor de api oxigenati , metionina se oxideazi usor la sulfoxidul
corespunzitor iar o oxidare energica duce la formarea de acid homocisteinsulfonic.

Daci se administreazi metionind marcati cu 14C sau cu deuteriu la gruparea
metil, ea se regaseste marcata in colina, adrenalind sau creatinina.

Un interes deosebit prezintd observatia dupa care metionina sub forma de N-
formilmetionil-ARNt sau de metionil-ARN sta la baza sintezei proteice(332).

1.3.3. Acidul lipoic

Factor de crestere pentru numeroase microorganisme, acidul lipoic detine un rol deosebit
si in metabolismul animal:

(l?Hz— CH,— ?H—(CH2)4—C00H == (sz—-CHZ— (|3H— (CH,),—COOH
SH SH S——S

forma redusa forma oxidata

Rolul sdu de coenzimid in sistemul multienzimatic este foarte important,
deoarece catalizeazd decarboxilarea oxidativd a piruvatului §i a a-cetoglutaratului
pentru formarea de acetil-CoA, respectiv succinil-CoA. Prin aceasta functie se leaga
CoA si NAD de decarboxilarea oxidativa a a-cetoacizilor.

Interschimbul tiol-disulfurd (lipoat-dihidrolipoat) cu grupdrile disulfurice ale
proteinelor sau grupdrilor tiol pare si stea la baza functiilor biologice ale acidului
lipoic .

HS

L Enz
SH S Hs”
+ | Yene == Enz
SH S H H S
R

Astfel devine posibil ca acidul lipoic sa stimuleze sau si inactiveze o enzima sau un sistem
enzimatic.
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1.3.4. Coenzima A

Coenzima A joacid un rol important in transferul de grupari acil §i in transportul de

grupdri tiol, cu care formeazi tioesteri:
NH»

|
N
N ( HrO-P-P-O CH;CH; O o

0 L

I
CH,- T:-— CH- C—NH—- CHy— CHsy— C—NH-CH,~CH,SH

CH,

Acesti compusi, bogati in energie, impreund cu compusii fosfatati macroergici,
contribuie la functia transferului biologic de energie .

Cea mai mare parte a CoA din tesuturi se giseste sub forma de tioesteri, prin
acilarea grupdrii sale -SH. Se cunosc forme libere cu gruparea -SH sau cu forma
disulfurica.

Marea reactivtate a CoA S-acilati, observatd in cursul studiilor cinetice, a dus
la ipoteza c# aceasta functioneazi ca o coenzimi acetilantd. Reactivitatea coenzimei
A S-acilatd oglindeste numarul mare §i varietatea transformairilor in care ea este
implicatd, transformari care sunt fundamentale in metabolismul carbohidratilor, in
ciclul acizilor tricarboxilici, in metabolismul acizilor grasi.

1.3.5. Glutationul

Glutationul este cel mai important tripeptid (y-glutamil-cisteinil-glicina),
universal raspandit, izolat initial din drojdia de bere. Hopkins (331)a realizat
cristalizarea compusului ob{.nut si a stabilit structura sa de tripeptid:

CH—NH--CO- CH;—~CH,~CH— COOH

CO-+NH-CH,-COOH

i
cisteina  glicina  acid glutamic
glutation redus

Prezenta cisteinei permite oxidarea glutationului redus.
Proprietatile G-SH rezulta din caracterele celor trei aminoacizi.
In naturd, glutationul apare sub formd de multipli derivati biologic activi: S-

metilglutation ( creier), homoglutation ( vegetale), acid oftalmic si acid noroftalmic
(cristalin), S-acetilglutation (creier, ficat), etc.
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Datoritd structurii sale chimice, glutationul se poate manifesta in diverse
conditii ca acid, aminoacid, peptid, tiol, donator de grupdri y-glutamil.

Un rol determinant revine prezentei grupdrii -SH, de unde si procesele de
oxidare, formarea de mercaptide, alchilarea, acilarea, reactiile cu compusi carbonilici,
desulfurarea.

G-SH se oxideazi usor la G-S-S-G , datoritd potentialului sdu redox scazut.
Oxidarea poate fi realizatd cu acid performic, iod, acid o-iodbenzoic, fericianura,
diclorfenol-indofenol, peroxizi, oxigen si H202, in prezenta Cu2+ drept catalizator
etc.:

Glutation redus (G-SH) <« Glutation oxidat (G-S-S-G)

Oxidarea G-SH in prezenta altor tioli duce la formarea unor disulfuri mixte .
Reducerea G-S-S-G poate avea loc sub actiunea hidrogenului in stare nascanda (Zn +
HCI), a H2S sau a unor mercaptani in exces.

In general, nu se folosesc metodele catalitice, deoarece catalizatorii sunt otraviti
de ionul sulfura.

Usurinta cu care are loc interconversia formelor -SH si -S-S- in prezenta unor
preparate tisulare ar putea explica rolul pe care l-ar juca glutationul in transportul
celular de hidrogen si electroni.

Cercetarile privind oxidarea enzimatica sunt ingreunate de existenta in tesuturi
a unor factori neenzimatici care pot interveni in acest proces (peroxizii, chinonele,
unii compusi porfirinici cu fier). Un astfel de exemplu il reprezinta reactia dintre G-
SH si adenocrom.

Szent-Gyorgyi a observat pentru prima oard relafia dintre acidul
dehidroascorbic §i G-SH; unele dintre preparatele tisulare reduc acidul
dehidroascorbic, timp 1n care se produce oxidarea G-SH (331).

A fost pusd in evidentd capacitatea hemolizatelor eritrocitare si a preparatelor
de ficat de a cataliza reactia dintre acidul dehidroascorbic si G-SH, pe cale
neenzimatica. La plante, aceastd reactie necesita prezenta unei acid dehidroascorbic-
reductaze. S-au pus in evidentd §i enzime care catalizeaza oxidarea G-SH in vitro
(glutation-homocistein-transhidrogenaza, nitroglicerin-reductaza, citocrom-c-
citocrom-oxidaza, catalaza). A fost identificatd o nitroglicerin-reductaza in ficat care
catalizeazi oxidarea G-SH de citre unele chimioterapice cardiovasculare, cum ar fi
nitroglicerina; reactia decurge si neenzimatic.

Overall-ul reactiei de sintezd a G-SH este controlat prin feed-back; inhibitia
este controlatd prin produsul obtinut (G-SH), ca si de citre enzima reglatoare, care
intervine 1n etapa y-glutamil-cisteinei. Enzima reglatoare este la rindul ei, inhibata de
NADH. Cea de-a doua enzima este inhibatd de ATP .

Turnover-ul din celulele animale este foarte ridicat, mai ales in ficat, mai putin
in creier §i eritrocite.

Functia biologica a G-SH se explica prin functia de sistem redox a glutationului
si trecerea sa reversibila din forma sulfhidril in forma disulfurici .

Sistemul sdu celular de oxido-reducere poate fi reprezentat printr-o reactie
biochimicd, a cirei enzimd de oxidare este glutation-peroxidaza, ce actioneazi in
prezenta coenzimei oxidate nicotinamid adenindinucleotid fosfat NADP") :

Glutation peroxidaza
2G-SH+NADP* ——»  G-S-S-G+NADPH+H'

Glutationul este un constituent aproape universal al sistemelor biologice
functionale, absolut necesare dezvoltirii si supravietuirii celulei. Rolul siu in
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metabolismul celular este multiplu §i complex, dar reactia sa metabolici cea mai
importanta o constituie participarea la sistemul celular redox.

G-SH este usor oxidat de oxigenul molecular. La nivelul celulei, reactia se
datoreaza unor multiple sisteme enzimatice. Reactia inversa (G-S-S-G—G-SH) este
realizatd sub actiunea glutation-reductazei NADP+t-dependenta. Activitatea glutation-
reductazei variaza in functie de tesut §i organ.

Proprietitile biologice ale G-SH tin de gruparea sa tiolica libera, care 1i confera
un caracter slab oxidant. Cuprul, fierul si alte metale stimuleaza procesul de oxidare,
G-SH trecand reversibil in G-S-S-G.

Structura tiolica a G-SH explicd multiplele sale interventii ca substantd ce
poseda grupari —SH reactive, fiind considerat drept cel mai important tiol nonproteic.
Dealtfel si concentratia sa in organism este mai mare decdt a oricdreia dintre
substantele tiolice.

Una din ciile de catabolism ale glutationului constéd in desprinderea restului de
acid glutamic si in hidroliza cisteinilglicinei la glicind si cisteind in prezenta unei
enzime ribozomale.

Hidroliza si transferul sunt catalizate de o singurd enzima, y-glutamil-
transpeptidaza, iar ciclizarea de o altd enzima3, y-glutamil-ciclotransferaza. y-glutamil-
transpeptidaza face legatura membranei cu secventele de reactii.

G-S-S-G pare si aiba cai diferite de degradare fata de G-SH.

Determindrile de glutation gi marcarea glicinei cu 14C au sugerat ideea unui
schimb sustinut de glutation intre organe.

Pastrarea echilibrului 2G-SH&G-S-S-G este deosebit de importantd pentru
mentinerea functiei biologice. O modificare a raportului G-SH/G-S-S-G in sens
negativ influenteazia enzimele -SH, prin transformarea lor din Enz-SH (active) in
enzime inactive. Relatia G-SH/G-S-S-G influenteaza si determind sistemele redox si
regleaza schimburile intermediare .

Gruparile -SH prezinta importan{a ca liant intre enzima, cofactor §i substrat.
Prin rolul lor steric, aceste grupdri ar trebui sa fie cdt mai apropiate de locul de
legatura ceea ce influenteaza efectul inductiv al legéturii enzima-substrat sau enzima-
coenzima-substrat.

Desfagurarea normald a procesului de biosintezd proteicd reclami o anumita
concentratie celulard de G-SH.

Rolul G-SH/G-S-S-G in sinteza proteica reiese si din observatia ca proteinele
fibrilare purtdtoare de grupari -SH sunt mai active decat cele cu grupari -S-S-. G-SH
transfera hidrogenul sau gruparilor -S-S- de pe proteinele fibrilare, transformandu-le
in purtitoare de grupari -SH; micsorarea §i apoi disparitia G-SH indicéd incheierea
procesului de polimerizare.

Un alt fapt, extinderea formei globulare a proteinelor la cea liniara se face sub
actiunea G-SH , iar contractia fibrelor merge paralel cu modificirile in concentratia
grupdrilor G-SH in timpul diviziunii celulare.

Acestor transportori de hidrogen le revine un rol important §i in celulele
animale. Astfel, in cristalinul normal, concentratiile mari de G-SH si de acid ascorbic
participd activ la procesele redox, necesare bunei functiondri a unor structuri
avasculare; in procesele de devitalizare ale cristalinului, insotite de dezvoltarea
cataractei, scad valorile concentratiilor de G-SH si de acid ascorbic si cresc cele de
G-S-S-G.

Relatia dintre gruparile tiolice, mitoza i procesele de crestere a dus la teoria
ciclului glutationului in cariokineza, ciclul glutationului constind in convertirea
grupdrilor disulfurice (-S-S-) intramoleculare, in grupari disulfurice intermoleculare.
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In timpul formarii aparatului mitotic (in pro-, meta- si telofaza) creste concentratia
glutationului total, variind in diferitele faze ale cariokinezei; in interfazi, cand in
celuldi au loc restructurari metabolice §i pregitirea pentru diviziunea celulei,
concentratia glutationului total scade.

¢ G-SH este protector al enzimelor tiolice. El intensifica actiunea unor enzime
proteolitice (pepsind, catepsind etc.), a celor din metabolismul hidrocarbonat
(hexokinaza, alcool-dehidrogenazd etc.), a esterazelor, arginazei, anhidrazei
carbonice etc.

oG-SH intrd ca grupare prostetici in constitutia unor enzime, cum ar fi in
triozfosfat-dehidrogenaza, enzimai din ciclul anaerob al glucidelor .

Protejarea enzimelor tiolice de citre glutation este asiguratd prin reactiile de
formare a NADPH in cursul degradarii oxidative a glucozei si reactia glutation-
reductazica.

Enzimele cu grupiri tiolice esentiale sunt inactivate cand glutationul este
oxidat, ceea ce duce la o diminuare in reducerea enzimatici a glutationului si la
accentuarea leziunilor biochimice.

Dintre enzimele ce actioneaza in prezenta glutationului putem aminti :

Unele izomeraze au drept coenzima glutationul. Viteza de reactie, in prezenta
G-SH.

Glutation-reductaza a fost pusd in evidentd in bacterii, drojdie, germeni de
grau si mazdre, eritrocite, trombocite §i in serul sanguin la om . Aceastd enzima,
alaturi de sistemele NADPt-reducétoare din fesuturi, este rispunzitoare de reducerea
G-S-S-G si de mentinerea glutationului tisular in stare redusa.

Reducerea G-S-S-G de catre glutation-reductaza in prezenta NADPH poate fi
realizata si de cidtre H202 la pH slab alcalin.

Reducerea enzimaticA a G-S-S-G poate fi cuplatd cu orice sistem
dehidrogenazic NADPH*-reducitor, respectiv glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza(G-6-
PDH), izo-citratdehidrogenaza i malic-enzima.

Glutation-peroxidaza. G-SH si acidul ascorbic pot fi oxidati pe calea
sistemului citocrom-c-citocromoxidaza. O serie de cercetatori, studiind oxidarea
cisteinei, a G-SH si a altor substante tiolice, in prezenta citocrom-c-citocromoxidazei,
au ajuns la concluzia ci in {esuturile animale aceastad enzima nu ar reprezenta o cale
majord de transport a hidrogenului si a electronilor.

In eritrocit i in tesuturi a fost pusa in evidentd peroxidaza care catalizeaza
reactia de oxidare a G-SH cu H202 si protejeaza astfel celula de efectele daunitoare
ale H202 (258). A fost demonstrata prezenta in eritrocitele umane a mecanismului de
oxidare a G-SH, sub actiunea glutation-peroxidazei (57).

Glutation-peroxidaza este activa numai in prezenta unor canitafi adecvate de G-
SH, care serveste ca donor de hidrogen.

Una din problemele puse in ultimul timp a fost aceea a elucidarii mecanismului
formarea unor acizi gragi monohidroxipolienici metabolizabili .

Aceastd reactie enzimaticd rupe lantul de reactii autocatalitice ale peroxidarii

lipidelor, protejand astfel compusii celulari vitali de actiunea daunatoare a peroxizilor
lipidici (199,233).
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Deosebit de interesantd apare o categorie speciald de grupdri tiolice, foarte active,
intdlnite la unele oxido-reductaze. Este vorba de aga-numitele legéturi cu "sulf labil".
Constitutia lor este R-S-S-Me. Ele au fost decelate la dehidrooroat-dehidrogenaza,
succinat-dehidrogenaza i xantinoxidaza. in molecula enzimelor sunt cunoscute si legaturi
cu sulf care nu sunt blocate de reactivi -SH decat dupi o reactie de reducere cu agenti
adecvati. Acestea sunt legiturile -S-S-. Forma activd a moleculei este reprezentati de
starea redusi, cand se manifesta si sensibilitatea ei fata de reactivii —SH (86).

Formele inactive ale enzimelor tiolice se pot datora §i unor legaturi tiol-ester
inferioare. S-a evidentiat cd grupdrile tiol din constitutia enzimelor prezintd o reactivitate
mult mai mare decat cele din structurile micromoleculare, cum ar fi cele din cisteina,
glutation sau 2,3-dimercaptopropanol. Explicatia fenomenului se datoreste dispunerii
grupdrilor tiolice din enzime in centri activi, pe cand grupdrile -SH ale moleculelor mici
riman cu reactivitatea lor normald, nemodificatd. Centrul activ este reprezentat de o
portiune de moleculd special structuratd, extinsd pe mai multe puncte active. Se cunosc
enzime tiolice al céaror centru activ este reprezentat de o singura grupare -SH, dar
majoritatea au mai multe grupari active, adiacente acesteia. Gruparea "-SH inconjuratd" se
prezinta la un nivel superior de reactivitate fatd de gruparea "-SH"; de aici reiese rolul
deosebit al gruparilor functionale inconjuritoare care, prin caracterul polar sau nepolar sau
prin proprietdtile lor sterice, pot modifica sensibil accesibilitatea enzimei la substrat.
Desigur, grupdrile -SH influenteazd i ele, la randul lor, reactivitatea structurilor
inconjuritoare.

In afara de categoriile de enzime tiolice ale ciror grupiri -SH afecteaza activitatea
catalitica propriu-zisa, sunt cunoscuti si alti centri ai moleculei-enzima, diferiti de centrii
activi. Astfel, existd grupari -SH constituente ale centrului alosteric, caracteristic
enzimelor reglatoare.

Daca in centrul alosteric exista o grupare -SH, acesta poate fi protejat de actiunea
razelor X prin tratarea prealabild cu substante radioprotective. Aceste constatari au fost
facute pe molecule de fosforilazi, reusindu-se si li se mentina functia reglatoare si dupa
iradiere, dacad grupdrile tiol au fost in prealabil protejate cu reactivi specifici. Sunt cazuri
in care gruparea tiol din structura centrului activ, a centrului alosteric sau a celorlalti centri
reactivi este indispensabild activitdtii, in conditiille unei anumite configuratii a
aminoacidului din lanful polipeptidic. Daca se inlocuieste, de exemplu, cisteina cu un alt
tioaminoacid, activitatea enzimaticd devine nuld. Astfel de exemplu este alcool-
dehidrogenaza, la care cisteina a fost evidentiatd prin marcare cu iodacetat radioactiv.
Studiile efectuate au demonstrat importanta integrarii cisteinei in lanful polipeptidic, ea
constituind chiar locul de fixare a NAD+ (145).

Gruparilor -SH, care condifioneaza capacitatea functionala a enzimelor, li se atribuie
formarea compusuiui intermediar enzima-substrat sau complexarea cu metale, care au
tendinta de a atrage electronii proveniti de la atomul de sulf. Prin aceasta, se produce o
"relaxare" a electronilor vecini gruparii tiolice, fenomen care activeaza reacfia enzimatica .

Pornind de la diferentierea care apare intre centrul activ si centrul alosteric se admite
cd functia reglatoare a enzimelor ar fi chiar mai sensibila decat functia catalitici. Enzimele
cu un centru alosteric -SH au o sensibilitate excesiva fati de iradierea cu raze X .

In conditii biologice, cisteina §i G-SH din celule constituie principalii factori de
activare, dupa cum produsii lor de oxidare -G-S-S-G- si cistina - sunt factori de inactivare
a enzimelor -SH active .

Proteinele enzimatice intracelulare sunt mai bogate in grupiri tiolice decat cele
extracelulare, datoritd prezentei in celuld a cisteinei i a glutationului in forma libera.

Proteinele "prenative"”, adica cele a céror structuri tertiari este abia partial formati, pot fi
atacate mai ugor la nivelul gruparilor tiol.
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1.4. Compusii cu structuri complexe in interrelatie cu grupari -SH si punti
disulfurice, prezente in organismele vii

1.4.1. Proteinele si acizii nucleici.

Coordonarea activititii celulare in vederea mentinerii unui raport echilibrat intre
procese de sintezd si degradare se realizeazd, esential, prin controlul sintezei si
activitdtii protein-enzimelor. Acest control se poate realiza atat la nivelul sintezei de
ARN-m (etapa de transcriere), cat si la nivelul etapelor citoplasmatice de sintezi
(etapa de translare) .

Interventia grupdrilor -SH in reglarea expresiei genetice s-ar pidrea cd se
realizeazi prin intermediul histonelor bogate in arginini. Oxidarea grupérilor -SH ale
acestor proteine nucleare, cu formarea de punti intermoleculare determina
represiunea activitifii de template a ADN . Activitatea ARN-polimerazei depinde, de
asemenea, de prezenta unor compusi tiolici .

in reglarea sintezei proteinelor la nivel citoplasmatic, un rol important ar reveni
compusilor celulari cu grupari tiol. Este stiut ci viata polizomilor este conditionata de
actiunea unei ribonucleaze specifice care degradeaza ARNm . A fost pus in evidenta
existenfa unui inhibitor al acestei enzime - o proteind cu grupari -SH, al cérui rol ar fi
cel de stabilizare a polizomilor prin suprimarea degradirii lor. S-a sugerat
participarea ARN-azei si a inhibitorului sdu intr-un mecanism de control, care ar
regla sinteza proteica prin influentarea vitezei de degradare a ARNm.

Implicarea gruparilor -SH in reglarea sintezei proteice ar rezulta si din
participarea acestora in procesele de asociere si disociere a ribozomilor. Ribozomii 70
S pot dimeriza, dand nastere la ribozomi 100 S, inactivi in sinteza proteica. Procesul
depinde de integritatea gruparilor -SH din proteinele ribozomului 70 S. Este probabil
ca numdarul de grupdri -SH al proteinei ribozomale si regleze raportul monomeri
activi/dimeri inactivi in sinteza proteica.

1.4.1.1. Enzimele SH dependente din constitutia proteinelor

Reglarea activitatii enzimelor este de mare importanta pentru celuld. Structurile
apte de a recunoaste anumite semnale biochimice, reprezentate de anumiti metaboliti,
si de a raspunde in consecintd sunt proprii enzimelor dotate cu functii specifice de
reglare si control; in general, ele sunt proteine alosterice .

In ultima vreme (239) s-a conchis ca gruparile -SH ar detine un rol important in
reglarea alostericd, prin prezenta lor in centrul alosteric, legarea efectorului alosteric
la unele enzime fiind conditionat3 de integritatea gruparilor -SH.

Prezenta in fesuturi a numeroase sisteme enzimatice, capabile sid reduca
disulfurile mixte ale proteinelor cu compusi tiolici cu masd moleculard mica , face
din mecanismul tiol-disulfurd, un mecanism important de reglare celulara.

Interventia grupdrilor tiol in procesele enzimatice se realizeazi prin gruprile -
SH din structura enzimelor si prin substantele tiolice cu masid moleculard mica,
nelegate la proteine.

Susceptibilitatea grupirilor tiol la reactii de alchilare, acilare, oxidare, formare
de mercaptide sugereazi importanta compusilor tiolici in procesele catalitice.
Reactivitatea acestora se datoreste anionului —S', care conferi tiolilor un grad inalt de
nucleofilicitate in comparatie cu alte grupiri functionale.

Reactivitatea grupdrilor nucleofile ale enzimelor este influentatd de configuratia
proteinei, precum si de raporturile de vecinitate cu alte grupari.

In raport cu gradul de reactivitate a grupirilor -SH din proteine fati de reactant,
se poate face urmitoarea clasificare: grupari reactive, , moderat reactive si nereactive.
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Diferentierea dintre ele se face in functie de afinitétile lor fata de reactivul dat si de
influenta micromediului asupra reactivitatii intrinsece a grupdrii tiol (59).

Este stiut cd sunt enzime care isi pierd activitatea prin reactie cu reactivi cu
grupari -SH i ci prevenirea sau reversiunea acestei inhibifii se poate realiza cu
ajutorul unor substante de masd moleculard mica. Aceste observatii au dus la
concluzia implicarii gruparilor tiol in activitatea enzimatica.

Suprimarea activitafii catalitice a unor enzime cu reactivi ai gruparilor -SH nu
presupune obligatoriu §i existenta gruparilor tiolice in Insusi centrul activ, intrucit
este posibil ca blocarea unor grupari -SH in afara centrului activ sd inducd o
modificare conformationala care afecteazi nefavorabil activitatea catalitica .

1.4.1.2. Enzimele purtitoare de grupari -SH

Atomul de sulf, integrat in variate §i multiple grupari chimice, detine un rol
esential In mentinerea structurii tridimensionale a proteinelor, asigurand arhitectura
macromoleculelor cu caracter enzimatic. Prin mijlocirea atomului de sulf, complexele
enzimatice pot si participe la reactii de oxidare, de fosforilare, de acetilare, de
alchilare.

Grupirile cu sulf din molecula unei enzime pot fi rispunzitoare de formarea
complexului intermediar ES, de combinarea enzimei cu substratul. Alteori, aceste
grupdri afecteaza insdsi formarea complexului activ, intervenind la unirea proteinei
enzimatice cu coenzima. Atomul de sulf poate realiza i complexarea cu metalele.

Functia tiol este esenfiald pentru un numir foarte mare de enzime (59, 60)
(enzime tiolice), fara sa se poatd vorbi de un mecanism unic; in unele cazuri
interferenta reactivilor -SH cu grupdrile -SH enzimatice este usoarad si directd; in
altele, reactivul poate avea contacte cu grupiri -SH neesentiale sau neinteresate in
mentinerea centrilor activi. Reactiile desfagurate produc o modificare a structurii
spatiale a proteinei enzimatice §i, indirect, o inhibare partiala sau totala a activitatii
enzimatice. Aceastd actiune indirectd a fost considerati analoagi cu un efect
alosteric.

Pentru enzimele cu centrii activi -SH, blocarea cu reactivi specifici se
evidenteazi usor; in celelalte cazuri, desi ele pot fi puse in evidentd, determinarile
sunt mai complexe. Astfel, la aldolaza s-au stabilit 10 grupéri -SH/molecula care pot
fi blocate, fara ca enzima sa-gi altereze activitatea; inactivarea insd a unui numar mai
mare de grupiri -SH/moleculd (13-14) diminueazd cu circa 30% activitatea ei
enzimaticd. Inactivarea partiala s-ar produce printr-o denaturare steric, gruparile
tiolice aflandu-se in afara centrului activ §i, deci, independente de acesta.

1.4.1.3. Protejarea impotriva oxidarii a grupirilor SH reactive din
proteine

In conditiile in care gruparile -SH sunt esentiale pentru activitatea unor enzime,
celula dispune de posibilitatea mentinerii integritdtii acestor grupiri. Mentinerea
grupdrilor -SH enzimatice in stare activa este legata de protectia lor fati de stressurile
oxidative, protectie care se realizeazd, in primul rind, fati de ditioli cu masa
moleculard mic3, cum ar fi glutationul oxidat. Excesul de grupdri disulfurice, rezultat
in conditiile unei perturbari ale echilibrelor redox celulare, poate duce la inhibitia
activitdfii enzimelor -SH, ca in cazul "otravirii" prin disulfuri al unor enzime cu rol
de control in glicoliza. Celulele multor tesuturi dispun de disulfuri-reductaze, al
céror substrat este constituit din disulfurile simple §i mixte, ale tiolilor proteici §i
neproteici.

O posibilitate de aparare a gruparilor -SH esentiale ar reprezenta §i existenta
disulfurilor mixte ale proteinelor cu glutation sau cisteina (62).

BUPT



16

Substantele -SH cu masa moleculara mica constituie coenzime ale unor enzime.
Astfel, glutationul este coenzima sistemului glioxalazi, care realizeazd conversia
metilglioxalului la acid lactic . Prezenta sistemului glioxalazic (constituit din
glioxalaza I si glioxalaza II) este importantd pentru organism, in controlul cresterii
celulelor.

Szent-Gyorgyi §i colaboratorii au adus dovada coexistentei unui inhibitor al
cresterii, pe care-l denumesc "retina", metilglioxalaza, si a unui stimulator al cresterii
"promina” identic cu glioxalaza iar De La Paz a demonstrat sciderea enzimelor
antioxidante din retind odatd cu 1naintarea in varstd (73). Raportul acestor
componente antagoniste ar fi esential in controlul cresterii celulare. In sprijinul
acestei afirmatii vine constatarea facuta de Szent-Gyorgyi asupra lipsei aldocetonelor
in tesutul canceros, lipsa care ar explica proliferarea fara sens a acestui tesut.

Glutationul functioneazd drept coenzimd@ i In reactia de oxidare a
formaldehidei la acid formic, catalizatd de o dehidrogenazd specifica. Substratul
enzimei este i in acest caz un tiosemiacetal.

Cisteina poate asigura §i ea conversia formaldehidei la acid formic prin
formarea ATC (acid tiazolidin-4-carboxilic), depozitat preferential in ficat si care
sufera actiunea unei dehidrogenaze specifice, cu formare de N-formil-cisteina.
Radicalul formil este apoi integrat pool-ului celular de unititi de 1-carbon.

Grupirile -SH ale tiolilor cu moleculd mica participd in cadrul reactiilor
metabolice la reactii cu transfer de hidrogen i in reactiile biologice cu transfer de
radicali acil.

Se cunosc sisteme enzimatice cu rol major in metabolismul intermediar, care
folosesc glutationul ca donor de hidrogen. Un astfel de sistem este glutation-
peroxidaza (GPx). GPx catalizeaza reactia de descompunere a peroxizilor pe seama
glutationului. Enzima manifesta o specificitate mai mare in raport cu tiolul (cisteina
si cisteamina sunt mai active) §i o specificitate redusa pentru substratul peroxidic ce
poate fi reprezentat de H202 (53) si de peroxizii lipidici. Prezenta GPx alaturi de
catalaza -SH este interpretata drept o competifie a celor doud enzime pentru acelasi
substrat. La concentratii mici, normale, de H2O2 in celula, enzima implicatd in
descompunuerea acesteia ar fi GPx (149).

Descompunerea peroxizilor lipidici formati in vivo este vitald pentru celula,
deoarece perturbarile oxidative, produse de peroxizi asupra membranelor celulare si
ale unor sisteme enzimatice esentiale, au o importan{a foarte mare(116,121).

Gruparilor -SH, care condifioneaza capacitatea functionald a enzimelor, li se
atribuie formarea compusului intermediar enzimé-substrat sau complexarea cu
metale, care au tendinta de a atrage electronii proveniti de la atomul de sulf. Prin
aceasta, se produce o "relaxare" a electronilor vecini gruparii tiolice, fenomen care
activeaza reactia enzimatica .

Pornind de la diferentierea care apare intre centrul activ §i centrul alosteric se
admite ca functia reglatoare a enzimelor ar fi chiar mai sensibila decat functia
catalitici. Enzimele cu un centru alosteric -SH au o sensibilitate excesiva fatd de
iradierea cu raze X .

in conditii biologice, cisteina si G-SH din celule constituie principalii factori de
activare, dupd cum produsii lor de oxidare -G-S-S-G- si cistina - sunt factori de
inactivare a enzimelor -SH active .

Proteinele enzimatice intracelulare sunt mai bogate in grupari tiolice decat cele
extracelulare, datoritd prezentei in celula a cisteinei si a glutationului in forma libera.
Proteinele "prenative", adica cele a ciror structurd terfiara este abia partial formata,
pot fi atacate mai usor la nivelul gruparilor tiol.
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Sensibilitatea remarcabild a grupdrilor tiol-enzimatice este diminuati prin
suprapunerea peste fenomenul inhibitiei a celui de protectie (115). Este cunoscuta
comportarea enzimelor -SH la addugarea reducétorilor in sistem. Astfel, cisteina,
glutationul redus, acidul ascorbic(73,80) determind un mecanism de inhibare a
actiunii inhibitorului, prin mentinerea unui potential redox favorabil formelor —SH
ceea ce reprezinta, in fapt, eliberarea enzimei in forma sa activa printr-un fenomen de
protectie naturala.

Acidul ascorbic este unul dintre cei mai eficienti reducatori cu structurd simpla.
Astfel s-a constatat o activitate antioxidanta a acestuia asupra eritrocitelor la iepure si
refacerea activitafii hexokinazei (103, 104).

O astfel de protectie impotriva oxidarii §i mentinerii in formd redusa a
gruparilor SH- active o constituie §i o serie de compusi naturali ce se gasesc in
plante, iar una dintre acestea o constituie §i Allium sativum.

bR Ly(d
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CAPITOLUL 2

2.1.COMPOZITIA CHIMICA AL
ALLIUM SATIVUM

Allium Sativum face parte din marea familie a Liliaceelor. Aceasta planti ca si
altele din genul Allium a fost utilizata de secole pentru valoarea de condiment picant
si aromatizant, i pentru propritétile ei medicinale.

Aceste proprietiti au fost intens studiate in ultimul deceniu. Allium Sativum s-
a dovedit a fi o plant3 cu activitate anti microbiald, antifungica si insecticida foarte
importanta. - -

2.1.1. COMPOZITIE GENERALA

In literatura (295) este pezentati compozitia generali a Allium Sativum, crud si
prelucrat sub forma de pudra sau sare.

Compozitia generali a lui Allium Sativum

Tabelul 2.1
\ Grsig e
61.3 6.2
63.8 53
6.1 3.0
. 10.0 8.8 5.6 24.5 722 -

In toate cazurile, si la alte specii de Allium, componenta principali a
substantelor solide o constituie glucidele.

Continutul in hidrati de carbon variazi considerabil, functie de locul §i modul
de culturi diferentiat.

2.1.2. MICROELEMENTE

Compozitia procentuald in microelemente ale plantei Allium Sativum este
prezentatd in tabelul 2.2 ( comparativ cu compozifia la Allium Ceppa ). Au fost
efectuate analize fluorimetrice obtindndu-se valori cuprinse intre 2-30 pg/100 g Se.
De asemenea au fost gésite urmatoarele elemente ( 56 ):

Ni (43pg/100g), Co (28ug/100g ), Cr (23ug/100g), V(10pg/100g), Mo

(1ng/100g), Ti (1pg/100g) , Ce si Li (67ug-114pg/100g). Allium Sativum contine
cantititi destul de mari de metale alcaline (157).
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Compozitia in microelemente (1g/100g) al Allium Sativum.

Tabelul 2.2.
R P R G
50 - 90 190 - 540
390 - 460 200 - 430
100- 120 80-110
55 31-50
43-77 81 - 150
e 05-1
02-1 0.1-1
3.0-39 18-26
0.1-07 0.8-0.7
03-06 06-1
0.17 0.05 - 0.04
o3 15-28
0.2-06 05-0.6
03-05 0.5
% 51
¥ 20

2.1.3. VITAMINE

Continutul in vitamine este prezentat in tabelul 2.3, comparativ cu Allium

Cepa:

Compozitia in vitamine (mg/100g) in Allium Sativum
_ Tabelul 2 3.

in frunzele verzi-continutul in vitamina C este mult crescut (150mg./100g
material proaspat) constituind o valoare nutrifionald deosebita.

Vitamina E (tocoferol) a fost determinati de Yamaguchi gi Masushita (168) -
0,10mg/100g, + 0,01mg/100g si 0,08mg/100g - la ceapa si 0,09mg/100g - la usturoi.

in planta proaspits, nivelul tocoferolului este mai crescut (0,07mg/100g -
ceapa, 0,55mg/100g - usturoi)(169). Prin congelare, are loc o pierdere de 14 - 69% din
aceastd vitamind. Doss (82) a examinat potentialul unui astfel de material ca hrana
pentru animale; produsul crud avand un confinut proteic de 10% a fost supus
fermentatiei pentru a indeparta compusii cu sulf, nedorifi. Prin acest proces scade
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continutul in proteind (7%) dar creste nivelul tiaminei la o valoare mai mare decat
prin oricare alti metod3 utilizati pentru indepartarea compusilor nedoriti cu sulf (ex.
cu abur).

2.1.4. ACIZI GRAS]I, LIPIDE, CERURI

Compozitia lipidica a acestor specii a fost mai putin studiatd, Eichenberger si
Grob ( 88), prin extractia lipidelor din planta verde, in eter,au gisit un confinut de
aproximativ 4% din greutate, la ceapa, fatd de 0,43% in usturoi.

Acizii palmitic (C16), oleic (18:1*°) si linoleic (C18:2°*'%) depasesc 80% din
total. Raportul intre acizii grasi saturafi si nesaturati este de 1.87 la ceapd si 1.92 la
usturol.

Compozitia in acizi grasi a lipidelor din Allium Sativum (%)

Tabelul 2.4
urme 0.6 1 st
% urme urme 1 urme
B i - i -
: 27-28 16-20 3234 5
hChia urme 1 . 32
b » 0.5 13 o urme
; 7-11 17-18 5-6 8-12
GCHag 5763 60-70 40-48 55-61
s 5-6 813 1

Stoianova lovanova si Tzutzulova (286) - au studiat confinutul in acizi grati
liberi si legati din usturoi, prin cromatografie in strat subtire. Nu au fost obtinute
diferenfe mai mari in diferitele tesuturi ale plantei.

Kamanna §i Chandrasekhara (147) - au izolat 600mg. lipide/100g usturoi
proaspdt utilizind amestecul: cloroform, metanol §i mai apoi au separat fractiuni de
lipide neutre, glicolipide si fosfolipide (62.6,14.0 si 2.34% din lipidele totale).

Yang si Shing (328) - au izolat 310 - 342mg. lipide/100g din doud soiuri de
usturoi, utilizdnd aceeasi metoda de extractie ca si Kamanna si Chandrasekhara, dar
gasind cantititi diferite la fractionare, gi anume:lipide neutre (36 - 44%), fosfolipide
(36 — 39%) si glicolipide (20 - 24%).

Pe langd lipidele neutre, trigliceridele detin procentul cel mai ridicat (80 -
84%), fiind insofite de cantitati mici de steroli liberi, acizi grasi liberi §i esteri ai
sterolilor. Principalii acizi grasi detectati ca i componenti ai trigliceridelor sunt acizii:
lauric, miristic, palmitic si linoleic.

Fosfolipidele contin un procent ridicat de acid palmitic si linoleic; iar in
fosfatidilcolina predomina acidul oleic. Lisofosfatidilcolina si
lisofosfatidiletanolaminele, pe l4ng# acizii palmitic §i linoleic, confin apreciabile
cantititi de acid lauroleic (329).
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La riandul lor fosfatidilcolina, etanolamina i serina constituie 85% din
compozitia fosfolipidelor la care se adaugi si cantitati mici de inozitolfosfolipide si de
acid fosfatidic.

Dintre glicolipide, in usturoi gisim prezente: digalactozildigliceride 10.1%,
sterolglicozide 15.6%, cerebrozide 8.1%, acilsterolglicozide 38.6% si monogalactozil
digliceride 22.5%.

Toate aceste determinari au fost efectuate prin metoda French si Andersen
(112). Acestia au izolat lipidele in curent de azot, prin extractia in hexan.

2.1.5. AMINOACIZI

Numeroase studii au fost efectuate, in special, asupra aminoacizilor cu
confinut in sulf, existdnd mai putine lucrdri in ceea ce priveste compozitia speciei
Allium Sativum in aminoacizi liberi. Utilizdnd cromatografia pe hartie, Knon si
Bernhart (152) au gasit principalii aminoacizi liberi ca fiind: arginina, acidul glutamic,
fenilanina, leucina, izoleucina, tirozina, lizina si metioninsulfoxidul. Aceste rezultate
au fost comfirmate de Matikkala §i Virtanen (182) si Schuphan si Schwerdtferger
(263) care au aratat ci atat arginina cat si acidul glutamic functioneazi ca sursa de
azot. Spre deosebire de ceilalti aminoacizi care nu suferd nici o modificare, s-a
observat, ca in timpul maturizirii plantei are loc o crestere a cantititii de arginina (67)
cu 29% si acid glutamic cu 7%. Mai mult, cantitatea maxima de arginina a fost gasita
in inveligul intern al bulbului, cu 35% mai mult, fata de invelisul extern. Ketiku (150)
a analizat compozitia in aminoacizi ai hidrolizatelor proteice ale plantei Allium
Sativum, gésind continutul total in aminoacizi ca fiind de 305 - 374mg/100g bulb
crud, iar in frunze si seminte, mult mai mare, 735mg/100g crud (77,112, 266, 306).

2.1.6. ANTOCIANINE

Du si Francis (84) - au separat dintr-un extract de usturoi prin cromatografie
pe hirtie, sapte benzi pigment. Una din aceste benzi a fost identificatd ca fiind
cianidin 3 glucozid (a). Autorii au sugerat ca majoritatea pigmentilor izolati ar putea fi
acilati §i au ardtat importanta majora a alegerii sistemului de solventi pentru extractia
si izolarea antocianinelor acilate, punind in evidentd sensibilitatea marita a acestora
fatd de prezenta unui acid mineral prezent in amestecul de extractie.

Aceeasi autori au sugerat rezolvarea acestor probleme prin utilizarea tehnicilor
moderne de analiz3 (84).

2.1.7. FENOLI

Este presupusad existenta catecolilor (b) (100), a acidului sinapic(c) si acidul
clorogenic (d) (acestia din urma au fost gisiti intr-o concentratie de 3.5 - 4.5mg /100g
praf de Allium sativum). Acestia sunt concentrati mai ales in inveligul bulbilor; s-a
observat ci rezistenfa acestei specii fati de fungii parazite, cum ar fi Prenospora
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Destructor este invers proportionald cu continutul de polifenoli si anume: in tesuturile
sindtoase existd o concentratie scdzutd de polifenoli fata de cazul in care o
concentratie mariti a fost evidentiata in tesutul infestat de fungii.

CH==CH—COOH

(b) (c)
OH
HO L—ﬂOH

HO COOH

o—(())—on—en —coo

(d)

2.1.8. GLUCIDE

O serie de cercetdtori au studiat compozifia in glucide a speciei Allium;
Studiile din literatura (66, 237, 283) asupra glucidelor din Allium Sativum si Allium
Cepa au identificat prezenta urmitoarele monoglucide: glucoza (1.4%), fructoza
(1.2%) , sucroza(7.0%) , scordoza (53%) din materialul uscat, precum si 1-
fructofuranozilzaharoza (1-chestozd) si 6-fructofuranozilzaharozei (neochestozd)
precum §i a unor enzime capabile sa transfere restul fructozil de la triglucide pentru
formarea de tetraglucide si diglucide (zaharoza).

Aceeasi autori (66) au aratat ca prin hidroliza enzimaticad a acestor fructozani,
considerati ca si glucide de rezerva, se obtine fructoza care poate avea o functie
aditionala de facilitare a osmozei in timpul cregterii bulbului.

Spre deosebire de ceapd, usturoiul contine fructozani cu grad de polimerizare
mai mare de 50 ( 283).

Deasemenea s-a evidentiat §i faptul ci o crestere a cantititii de substan{a uscata
este corelatd cu cresterea continutului de fructozani. in nici una din plantele speciei
Allium nu s-a evidentiat prezenta polihexitolilor sau a raginilor.

Este posibil ca rata mare a concentratiei de fructozani din usturoi si fie o
consecintid a concentratiei mult mai ridicate a substratului. Dupd cum s-a afirmat
anterior, bulbul de usturoi contine cantitati mari de tetraglucide: scordoza un tetramer
care confine patru monomeri de o D-fructofuranoza legati prin legituri 2-2« i 2-6a
(151).

Dupa extragerea in apa fierbinte a bulbilor de usturoi in extract a fost pus in
evidentd un amestec de poliglucide de tip poli -aD — Gal,, , -aD — Fru¢, -aD — Glu, , -
aD — Ara, .
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Studiile chimice efectuate in legiturd cu hidroliza si oxidarea au codus la
postularea prezentei unitifii de aD - galactopiranozd legatd prin legéturi 1-4a, 1-6a
glicozidic de tip inulinic (71):

I
CH,OH CH, CH,OH
—0 O o)
/O/K )] O/
(@)
i i n
CH,OH CH,
0 0
O O

2.1.9. SUBSTANTE PECTICE

Invelisul exterior al bulbilor de ceapi si de usturoi (9), care rimane ca produs
secundar la exploatarea, in industria alimentard,a acestor plante, s-a dovedit a fii o
sursa foarte buna de substante pectice (317, 2) mentionindu-se un randament de 27%
la obtinerea pectinelor din inveligul exterior al usturoiului. Oxidarea cu prioritate a
produsului izolat a pus in evideta o structura liniara cuprinzand ca unitate structurala
acidul o D-galacturonic (e) legat 1-3c, fard a prezenta ramificatii.

COOH COOH | cooH
)—o *o /—o
O L O 4_&/ O/ O
- “n
(e)

S-a dovedit ca pectinele derivate din specia Allium sunt de calitate superioara,

prin hidroliza acestora obfindndu-se oD-galactozi, aD-arabinozd si acid aD-
galacturonic (250).

Continutul in pectine variazi intre 1.1-5.6% .
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2.1.10. ALTI COMPONENTI
2.1.10.1. ALLITIAMINA

Prin reactia tiaminei cu un extract alcoolic de usturoi la pH = 8 (114s-a obtinut
un produs cu reactie negativa fati de tiocrom, in vitro, dar care isi mentine efectul in
vivo. Mai mult decét atdt, compusul pare a fi absorbit mai rapid in tractul intestinal
decat tiamina insidgi. Compusul a fost denumit allitiamina (f) . Formarea allitiaminei
este dependentd de pH; un randament maxim se observa la o valoare a pHului de 8.
Temperatura optima de obtinere este de 65°C - temperaturd consideratid ca cea mai
indicaté pentru preintimpinarea formarii S-2propenilsulfoxidului.

Prin reactia cu cisteina da nagtere la tiamind §i S-(1-mercapto-2-propenil)-L-
cisteina (183).

NH,
N” | CH~N l—CH:,
ST e
CH3—CH=CH—:|~*I—CH2—C::H
J NH,
(f)

Formarea allitiaminei este dependentd de pH; un randament maxim se observa
la o valoare a pHului de 8. Temperatura optima de obtinere este de 65°C - temperatura
considerata ca cea mai indicatd pentru preintimpinarea formarii  S-
2propenilsulfoxidului.

Spre deosebire de tiamind, allitiamina nu este degradatd enzimatic de
tiaminaza §i tot odatd dovedeste o stabilitate mult mai buna la incalzire.

2.1.10.2. SCORDININA

Scordinina este un complex tioglucozidic, cu structuri incad neelucidata care se
dovedeste a fi un important ingredient natural al usturoiului (132).

2.1.10.3. PROSTAGLANDINELE

Prezenta prostaglandinei Al (g) in bulbul proaspit, pare a fi raspunzitoare de
capacitatea hipotensoare a speciei Allium (19).

o)
COOH

R4

(g)
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2.1.10.4. STEROLI S1 GLICOZIDE STEROLICE

Cu ajutorul cromatografiei de gaz, Oka si colaboratorii (220) au aritat prezenta
colesterolului, campesterolului, a-sitoserolului §i stigmasterolului in Allium Sativum.
Concentratia acestor compugi descreste din exterior spre interiorul bulbului,
stigmasterolul fiind absent din tesutul intern al bulbului.

Smocziewicz §i colaboratorii (282) au examinat plantele apartinind speciei
Allium din punct de vedere al continutului in saponine. Continutul total in saponine,
determinat prin cromatografie in strat subtire a fost de 0.021% din bulbul proaspat.
Hidroliza saponinelor, urmatd de izolarea si analiza agliconilor, a relevat prezenta
sitosterolului.

Cercetitorii rusi au investigat efectul antitumoral, activitatea hemolitica si
toxicitatea naturala a saponinelor (sterolglicozidelor) (165).

2.1.10.5. ANTIOXIDANTI

Multe plante din specia Allium printre care §i usturoiul, prezintd activitatea
antioxidanta dupa modelul acidului linoleic (208,209,218,246).

Autorii demonstreaza ci activitatea antioxidanti a acestei plante a fost marita
prin incdlzirea cu microunde sau prin fierbere. Aceasi autori au izolat compusi cu S
din usturoi, supus fierberii, aritdnd ci si in aceste conditii usturoiul poseda activitate
antioxidanta. Cei mai activi au fost sulfoxizii substituiti a S - alchenilcisteinei care au
dovedit un efect antioxidant; acest efect creste odata cu cresterea numarului de atomi
de carbon ai alchenelor.

Totusi activitatea antioxidantd scade in usturoiul supus fierberii §i in
sulfoxidul S-(2-propenil)-Lcisteinei supus tratamentului cu allinaza (94).

Pratt D.E. si Watts B. (246) au aritat cid prezenta quercitinei influenteaza
proprietatea antioxidanti a sulfoxizilor; de asemenea acelasi efect ca al quercitinei il
au si unele flavone aglicon.

In afara compugilor mentionati mai sus, in Allium Sativum a fost identificata
prezenta acidului oxalic, acidului citric, malic, piruvic , ajone (268) alituri de alti acizi
neidentificati (91).

2.2. COMPUSII RASPUNZATORI DE AROMA SI PROPRIETATILE
FIZIOLOGICE ALE SPECIEI ALLIUM SATIVUM

Specia Allium cuprinde o serie de plante care detin proprietiti aromatizante
datoritd carora acestea au fost utilizate cu secole inainte.

Multi cercetitori s-au ocupat de studiul compusilor rispunzatori de aceste
proprietati, compusi care s-au dovedit ulterior ca avind si o serie de efecte
fiziologice(251,267).

2.2.1. COMPUSIH RASPUNZATORI DE AROMA, DIN ALLIUM
SATIVUM

Primele §i cele mai importante studii asupra compzitiei uleiurilor odorizante
obtinute din usturoi, au fost efectuate de Wertheim si mai tirziu de Semmler si
Sakamoto(258). Prin distilarea fractionatd a uleiului crud, a fost identificat
diallildisulfitul, dialliltrisulfitul si polisulfitul si in mod eronat dietildisulfitul.

In prezent aceste rezultate s-au dovedit a fi eronate dar totusi sunt utilizate ca
date de referinti privind studiul compotitiei uleiurilor volatile.
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O alta caracteristicd a acestor arome o reprezinta faptul ca ele nu se regisesc
in planta intactd ci numai in momentul in care fesutul celular este distrus si intervin
anumite reactii enzimatice.

Rundgyvist (256) in 1909 a considerat ca precursor un glicozid §i numai dupa
40 ani a fost izolat compusul purificat, ca fiind un sulfoxid S-substituit al cisteinei ,de
cétre cercetitorii Stoll si Seebeck (288-291).

Lucririle acestor cercetétori , impreuna cu ale lui Lehmann, Cavallito si Bailey
(49,50), au condus la identificarea principiului antibacterian din usturoi si la realizarea
legdturii dintre acesta si principiile aromatizante.

O serie de alti cercetitori (4, 47, 313 ) s-au ocupat in mod special atit de
biosinteza lor cat si de studiul procesului enzimatic.

Grechkin a determinat prezenta subcelulard a unei divinileter sintetaze si a
stabilit substraturile regio- si stereospecifice caracteristice ale acestei enzime (124,
125).

Acest studiu a inceput sa fie aprofundat §i de cercetitorul japonez Ueda,J. care
a continuat aceste studii cu privire la principiile aromatizante atat ale Allium sativum
dar si a Allium cepa (306, 307).

2.2.1.1. COMPUSII CU SULF, NEVOLATILI
Genul Allium reprezintd o sursid naturala, importanta, de sulf. Ettala (93) si
Virtanen(313) au identificat 21 de componente radioactive dupi 7 zile de la injectarea
de sulfat cu S marcat, in Allium Sativum. Pe langa cisteind, metionina si derivatii lor
cei mai importanti §i raspunzitori de aroma, sunt sulfoxizii cisteinei S-substituite si y -
glutamil peptidele. Compusii principali sunt prezentati in figura 2.1.:

29 20
SO, » SO,

20

Ser
Clstatlonlna
Val
memcma HomoSer HomoCE
+ Y Y
Gu ____ trans CH, ProSH AlISH
trans Pren Cis Pren Ciis Met
+CHs cH,Ci ProCi i
Glutrans ____, trans > ais rovis Allcis
Pren Cis SO PrenCis SO l l l
CH,CisSO AlICisSO

ProCisSO
Fig 2.1. Relatiile metabolice a catorva compusi cu sulf in speciile Allium
(unde Pro-popil, Pren-propenil, All- alil)
Acesti compusi se gisesc in bulbul intact §i sunt convertifi prin procese
enzimatice In compusi aromatizanti care se gisesc in interrelatii apropiate cu
precursorii lor.
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Nivelul compusilor cu sulf in Allium depinde foarte mult de raportul exogen al
fertilizarii solurilor cu sulfafi, cat si de partea plantei care intrd in studiu.

Cu toate acestea continutul in L-cisteind, L-cistind §i L-metionina sunt relativ
mici, acesta fiind un semn al metabolizirii lor rapide.

Nu au fost evidentiate reactiile de reducere ale metioninei in vivo.

S-substituentii cisteinei se evidenteaza rapid in vivo (120) ei gadsindu-se sub
forma sulfoxizilor (+) corespunzitori.

1. ALCHILSULFOXIZII CISTEINEI

Alchilsulfoxizii cisteinei conferd in principal efectul de aromatizant si
condiment al plantei Allium Sativum. De asemenea constituie precursori importanti ai
componentelor cu activitate biologica(17).

Primul compus, caracterizat de Cavallito, Bailey §i Semmler, ca avind
activitate antibiotic, a fost (+)S- (2-propenil)- L- cistein sulfoxidul.

Importanta acestor compusi a fost studiatd de cercetitorii japonezi Fujiwara ,
Yoshimura M. si altii (114).

Primul si cel mai important dintre acesti compusi cu sulf (273) este (+) S- 2-
propenil-L-cistein sulfoxidul i a fost considerat ca un triumf al chimiei clasice a
compusilor naturali. Dintre componentii speciei Allium, cel mai bogat in aceasti
substanti este Allium Sativum (372mg./100g bulb crud) (291).

(+) S+1-propenil)-L—cistein sulfoxidul a fost descoperit ca precursor al
factorului lacrimator, cat si al cicloaliinei, pentru prima data in ceapi; el nu a fost
detectat in usturoi.

Sugii (292) si colaboratorii au identificat tioeterul corespunzitor, sugerdnd
lipsa unei enzime (sulfoxidazi) care si transforme tioeterul (si astfel explica lipsa
efectului lacrimator 1a usturoi).

Continutul in compusi S-vinil-, S-etil- si S-butil-L-cistein sulfoxizi, este
prezumtiv dar nu a fost confirmat. Compusii etilici se formeazi in mod natural, in
literaturd  (32,33) sugeridndu-se necesitatea unei reexaminiri a prezentei acestor
compusi prin metode cromatografice modeme si tehnici de manipulare noi ale
acestora. In literaturd (208) s-a descris caracterul antioxidant al extractului de Allium
Sativum concomitent cu existenta S-butil-L-cistein-sulfoxidului. Acest compus este
presupus ca fiind precursor ( in conditii alcaline) al nor-cicloallinei .

2.y- GLUTAMIL PEPTIDELE

In Allium Sativum a fost identificatd prezenta a 3 (4) y-glutamil peptidelor.
Acesti compusi , care in mod aparent constituie substante de rezerva , sunt rapid
hidrolizate in procesul de germinatie a semintelor . Studiul acestor peptide a necesitat
investigatii indelungate efectuate prin separdri pe un analizor de aminoacizi , prin
electroforezi bidimensionald si cromatografie. Nu a fost distinsd activitatea unor
transpeptidaze.

Aceste studii nu au fost complect elucidate §i nu a fost elucidat nici rolul
major pe care il joaca aceste glutamilpeptide. Probabil ¢ acestia sunt compusii care
confera aroma acestei specii , continind aproximativ 90% din legiturile organice cu
sulf(35,38). T T
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2.2.3.ENZIMELE RASPUNZATOARE DE CARACTERUL AROMAT
DIN ALLIUM SATIVUM

2.2.3.1 Allinaza (S-alchil-L-Cisteinsulfoxid liaza).
Allinaza va fi prezentata in subcapitolul 2.3 .

2.2.3.2 Glutamil peptidaza si transpeptidaza

In lucrarile de cercetare ale lui Whitaker (324) s-a stabilit ca mai mult de 50%
din caracterul aromat se poate datora y-L-glutamil trans(+)S-(1propil)-L-cistein
sulfoxidului. Aparifia acestei substanje se datoreazd hidrolazei (y-L
glutamilpeptidazei) si transferazei (y-glutamil transferazei)(160,161).

Reactiile care au loc sunt prezentate de Whitaker, dupa cum urmeaza:
v glutamilpeptidaza
a) y - glutamil -S-alchenil-L-cistein sulfoxid + H,0

acid glutamic + S-alchenil-L-cistein sulfoxid

b) v - glutamil-S-alchil-L-cistein sulfoxid + R - |CH -COR| —
NH;(aminoacid sau peptida)
¥ -glutamil - NH - CIJH — COR,; + S-alchenil -L-cistein sulfoxid

R

2.2.4. BIOSINTEZA PRECURSORILOR CU CARACTER
AROMATIZANT
Cele mai multe studii in aceastd privintd au fost efectuate de citre Granroth
(123) (care a utilizat atat frunzele cat si bulbul de ceapa si usturoi ) si Whitaker (323).
Granroth a prezentat in lucrarile sale relatia intre compusii cu sulf, din punct
de vedere al metabolismului; rezultatele obtinute sunt prezentate in figura 2.2.

?Hz _S ——CH3 ?Hz SH
i A
(fH —— COOH CHy C|H —— COOH
NH, NH,
Metionina Homocisteina
0]
*
CH, — SH CHs CH — S —CH;, CH; — S—CHj,
?H —— COOH L.___>(fH —— COOH — ?H —— COOH
NH, NH, NH,
Cisteina S-Metil Cisteina Sulfoxidul Metil Cisteinei

Fig.2.2. Transferul grupei metil
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In acest sens, autorul (123) arati ci in timp ce sulfoxizii (+) S-propil-,
respectiv (+) S-(2-propenil)- si (+) S-metil-L-cisteinei sunt considerati ca derivati ai
serinei, sulfoxidul trans (+) S-(1-propenil)-L-cisteinei deriva chiar de la cisteina.

Aceste concluzii deriva din studiile efectuate cu ajutorul atomilor marcati de
sulf (S3s) si carbon (C,4), fiind regésite in mod detaliat in lucrarea lui Granroth (123).

2.2.4.1. SULFOXIDUL (+) S-METIL L-CISTEINEI

Biosinteza acestui compus este destul de complicatd, presupunand un transfer
al grupei - CH; de la metionind la cisteind. S-a acceptat acest mecanism datorita
faptului ci s-a observat incorporarea rapidd a grupei metil - 14C marcatd din
metionind la S-metil cisteind, respectiv a sulfoxidului acesteia. Acestea sunt
prezentate in figura 2.3.

Se presupune, de asemenea, si transferul grupei S-metil. Astfel metionina
marcati (S3s) este metabolizati rapid trecand in S-metil cisteina si sulfoxidul ei cét si
in sulfoxidul S-(1-propenil) L-cisteina, dar se observa ci nu in sulfoxidul de S-propil
sau S-(2-propenil) (23,36).

In acest mod s-a concluzionat ci aceste rezultate se explici prin doua
mecanisme de biosinteza i anume:

Mecanism 1:

Metionind » Homosernni
S-CH,
Sulfoxidul
Serina ™ S-Metil Cisteina > S-Metil Cisteine
Mecanism 2:
Metionina » Homocisteind + pH3
Serin Cistatiopina > H-m-"eri~"
Cistein
CH;, S -Metil Cisteina
loxidare
Sulfoxid de
S -Metil Cisteina

Fig. 2.3.Mecanismul de biosinteza a S-metilcistein sulfoxidului
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2.2.4.2.SULFOXIZII (+) S-PROPIL-, (+) S-(2-PROPENIL) L-
CISTEINEI
Acelasi Granroth (123) a ardtat cad atat (+) S-(2-propenil)- cat i (+) S-etil L-
cistein-sulfoxizii sunt puternic vehiculati in tesuturile de ceapa si usturoi, acestia
regisindu-se atat in frunze cat §i in bulb. Atat S-(2-propenil)-L-cisteina cat si y-
glutamil-S-(2-propenil)-L-cisteind (aici una dintre ele nu este afectatd de actiunea
allinazei) sunt capabile sa actioneze ca surse de grupe tioalchil(36).

2.2.4.3.SULFOXIDUL DE TRANS (+) S-(1-PROPENIL) L-CISTEINA
Biosinteza acestui compus a fost studiatd de Suzuki si colaboratorii (293)
sugerdnd mecanismul prezentat in figura2.4.

(CHy,CH CH COOH walina
ﬂ NH,
(CH4),C T TCOOH acid cetoizovalerianic
HSCoA
: l'”\
(CH5),CH-C-SCoA izobutirilSCoA
)
NAD*
CH, \ NADH" + H, CO,
C ‘(('SCOA metacrilSCoA
a
CH, O
HSCOUL
CH; ~C=CH, acid metacrilic
| Cisteina
COOH

CH;-CH™CH;~ S—CHZ—CIJH —COOH acid cisteinil S-propionic
COOH (1_»::2
NAD* DH*+H,CO,
CH4;-CH=CH-§—CH; CH-COOH trans (+)S-«(-propenil)-L-cisteina
NH,
CH;- CH=CH-T— CH,~CH—COOH sulfoxidul trans (+)S-(-propenil)-L-cisteinei

O NH,

Fig. 2.4. Biosinteza sulfoxidului trans S (+) (I-propenil)-L-cisteina (293)
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Acest mecanism nu este pe deplin elucidat, necesitand continuarea studiului.

Etapa initial3, incluzind si formarea S-(2-carboxipropil)-L-cisteinei (a carui
structurd a fost complet elucidatd de Parry §i Naidu (239) ) face parte din
metabolismul intermediar normal, subetapele fiind o caracteristica a speciei Allium.

Grupa trans (l-propenil)- se formeazd din 2-carboxipropil printr-o
decarboxilare oxidativa, etapd care decurge separat de oxidarea atomului de S.
Aceasti reactie de oxidare a atomului de S decurge rapid , fiind aparent ireversibila.

Reactia de formare a glutationului §i a acidului metacrilic (sau a metacrilil
SCoA) nu a fost dovedita concret ca etapa intermediard in biosinteza trans (+) S-(I-
propenil)-L-cisteind ( pe calea derivatului - glutamil ) si a sulfoxidului siu
corespunzator.

Granroth (123) a ardtat ca acest proces trebuie sd fie studiat si in bulbn
maturati datoritd faptului ci acestia contin o hidrolaza capabila s3 scindeze legaturile
peptidice a y-glutamil peptidelor i de asemenea a y-glutamil transpeptidazei (266).

Nu a fost incd elucidatd calea formarii S-(carboximetil)-L-cisteinei, S-(2-
carboximetil)-L-cisteinei, S-(caboxiizopropil)-L-cisteinei §i a y-glutamil S-
(carboxipropil)-L-cisteinil-glicina.

Swimmer (294), a aritat cd trans (+)-S-(1-propenil)L-cistein sulfoxidului este
precursorul major, nu numai a principiilor lacrimatorii ci §i a celor de aromatizare in
bulbul crud.

Concluzia acestor cercetatori a fost cd sulfoxizii alchilcisteinei sunt din punct
de vedere metabolic, inerti, constituindu-se mai repede ca produsi finali, decit ca
intermediari.

Acumularea lor in Allium, pe langa proprietétile aromatizante si fiziologice
asigura si rol de protectie fata de daunele mecanice produse tesuturilor sau de cele
aduse de insecte.

Acest mecanism nu este pe deplin elucidat, necesitdnd continuarea studiului.

2.2.5. BIOGENEZA COMPUSILOR AROMATIZANTI

Biogeneza acestor compusi a fost studiatd in mod exclusiv atat din punct de
vedere al structurii chimice, a proprietatilor compusilor volatili cat si din punct de
vedere al originii §i formarii lor in plante.

Geneza compusilor aromatizanti, din Allium, poate fi consideratd ca avand
doud cdi: una confine compusii formati prin distrugerea bulbului (majoritatea
compusilor cu sulf) iar cea de a doua derivd din reactiile secundare ce au loc
(compugii carbonilici).

In figura 2.5 sunt prezentate caile principale de formare a principalilor
compusi volatili care contin sulf si totodatd prezintd modul de comportare a (+)-S —
metil- si S-(2-propenil)-L-cistein sulfoxidului similar cu comportarea derivatului (+)-
S -propil.

Sub influenta enzimei allinaza, acesti trei compusi sunt descompusi pentru a
forma acid piruvic si alchil(alchenil)tiosulfinati. Acesti tiosulfinati au fost identificati
si de Bennet (31).

Stoll si Seebeck (288) au sugerat prezenta tiosulfinatilor ca produsi
intermediari in aceste reactii enzimatice , avand structura RSOH.

Dabritz §i Virtanen (65) au propus un mecanism de reactie diferit, cu
formarea, ca intermediar, a acidului 2-propilsulfenic, dar a cédrui prezenti nu a fost
identificata. Aceastid observatie conduce la propunerea unui mecanism de reactie care
implicd o reactie bimolecularid intre doui molecule de substrat, care conduce la
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formarea directd a tiosulfinatilor. Din reactie pot rezulta si tiosulfinati micsti
(nesimetrici), chiar si prin condensarea a doi acizi sulfenici diferiti sau prin efectul
catalitic al cisteinei asupra tiosulfinatilor simetrici, acest ultim proces fiind ilustrat in
literatura de specialitate (174,327).

Formarea tiosulfinatilor micsti poate decurge si direct din doi sulfoxizi diferiti ai
cisteinei.

Reactia tiosulfinatilor ce confin grupdri ( -SH) biologic active constituie un
factor principal al proprietdtilor fiziologice prezente la acesti compusi, constituind
principiile “active”atat ale Allium Sativum cat si ale lui Allium Cepa (161,288).

Tiosulfinatii reprezintd compusii ce dau mirosul caracteristic, acestia fiind
destul de instabili putand disocia pentru a forma disulfuri si tiosulfonati.

Prezenta di(1 propenil)disulfurilor, respectiv a monosulfurilor a fost identificata
de Boelens si colaboratorii (40). Acestia au identificat tofi cei trei izomeri ai di(1-
propenil)disulfurii (randament de 10%) obtinuti prin incilzire 8 ore la 15°C,
neexistand totusi date analitice concludente cu privire la acestia.

2.2.5.1. DINAMICA BIOGENEZEI AROMEI
Din figura 2.5, reiese ca nici un compus contindnd oxigen, nu s-a obtinut prin
descompunerea termici (in vitro) a disulfurii de metil-(1-propenil) (40).

o}
4 CH, /H
CH3CH2CH2$CH2? HC 02H /C =C\
NH, H ?CHleHCOZH
(+)S-propilcistein sulfoxid o _NH,
(+)S-(1-propeni)cistein sulfoxid
allinaza alinaz3
CH, H \ CH;CHz /
@
CHgCHZCHzSOH +CH3=CI —COzH + /C=C\ —_— C_S
NH H SOH H
l ' tiopropanal sulfoxid
NH,; + CH,COCO,H CH3CH,CHO + S
acid piruvic l
CH,CH,CH =CCHO
\j

H
2-metipent-2-enal 3
CH3CH,CH,SSCH,CH,CH,

o} dipropitiosuffinat
CH,CH,CH,SSCH ==CHCH;,

CH3CH,C HZSSCH20H2C H,
CH30H20H2$SCH20H20H3
0 0 dipropitiosulfonat

CH3CH,C H25CHzCH2CH3 CH;CH,CHZSCH,CHZC H, CH;,CH2CHZSCH—CHCH3
soz CHgCHZCstSSCHQCHchg CH30H2CHzSSSC H-CHCH,

Fig. 2.5. Obtinerea enzimaticii a compusilor aromatizanti din precursori
aromatizanti din Allium
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Cei mai importan{i compusi sunt: acetaldehida (care derivd de la acidul
piruvic) §i propanalul (care derivi din tiopropanal sulfoxid). in momentul distrugerii
bulbului au fost identificati: acetaldehida, propanalul, 2-metil-pentanalul i 2-metil-2-
pentanalul ( primii trei fiind, in mod special, in cantitate mai mare).

Disulfura de dipropil a fost identificata in primele 15 minute de la distrugerea
bulbului, dupa acest timp, incepand sd creascd confinutul in compusi cu sulf, fiind
prezenti de asemenea si compusi cu oxigen (chiar si dupd 60 minute) (154).

Concentratia compusilor cu oxigen este mai mare imediat dupa distrugerea
bulbului proaspat, decat in tesuturile supuse fierberii (acest fapt se datoreazéa probabil
distrugerii allinazei ).

Mazza (187,188) a prezentat existenta a 14 compusi aromatizati: 2,5
dimetiltiofen , disulfuri (dimetil-, dipropil-, di(2-propenil-)) si sulfuri, aldehide
(acetaldehida, propanalul) , alcooli: (metanol, etanolul, I-propanolul si 2-propanolul).

Din aceste lucrdri se poate concluziona cd randamentul de formare a
compusilor aromatizanti volatili, depinde atdt de gradul de distrugere al tesutului
vegetal cit si de timpul de incubare.

Schwimmer si Guadagni (266) au prezentat citeva metode de imbunatatire a
aromei din produsele deshidratate. Astfel ei au aratat ¢ prin addugarea de L-cisteina
si alfi compusi nevolatili contindnd grupa SH se poate mdri intensitatea aromei prin
deshidratare. Ei aratid c3, in mod aparent ,allinaza nu este afectatd de adaugarea de L-
cisteind. Mai mult, se considera cé intrd in reactie, prin gruparea SH cu disulfurile de
metil, propil si l-propil, cu tiosulfonatii si tioalcanii. Mazza (187) considerd ca
influenta cisteinei, respectiv cresterea intensitdfii aromei, se datoreazd formarii
disulfurilor si totodata ci aceastd crestere este dependenta de timp; pe de altd parte,
Yagami (327) a observat ci acest efect de crestere a intensitétii aromei se datoreaza de
fapt borohidrurii de sodiu addugata produselor de Allium; aceasta influenteaza reactia
enzimatici de formare a intermediarilor (respectiv a tiosulfonatilor) i anume ii reduce
la produsi volatili .

2.2.6.COMPUSII VOLATILI DIN ALLIUM SATIVUM

Brodnitz i colaboratorii (43), printr-o metoda tipicd de investigare a
extractului omogen de Allium Sativum , in triclorflormetan, prin analiza IR si RMN
au aratat cd extractul crud este foarte bogat in di-(2-propenil)-tiosulfinat; acest
compus nu a fost regasit prin studiul gaz-cromatografic a uleiului.

In schimb, au fost detectate alte sase componente volatile(in concentratie mai
micd de 20% din totalul de compusi volatili), care au fost identificate ca fiind: 2-
propen-(1)-ol (5.4%), disulfurd de metil(2.4%), trisulfurd de metil-(2-propenil) (1.5%)
si trisulfurd de di-(2- propenil) (1.0%).

Cu ajutorul RMN si a spectrometriei de masa au fost identificati doi compusi
care au fost considerati ca fiind in cantitatea cea mai mare (obtinuti prin cromatografie
de gaz) intre compusii volatili; Acestia sunt 3-vinil-, 1,2 -S-5-eni si 3-vinil-1,2-S-4-
end(55.4%)si dertva din tiosulfinatul de di-(2-propenil).

3 Vinil-1,2-S-4-eni a fost mentinutd timp de 20 de ore la 20°C, timp in care
acest produs s-a descompus formandu-se sulf, di-(2-propenil)-sulfura (14%), -
disulfura (66%) si trisulfura (9%).

Dintr-un extract metanolic de Allium Sativum(15), s-a izolat trisulfura de 1,5-

hexadienil-(2-propenil), considerdnd cid sunt necesare studii ulterioare pentru
stabilirea originii acestui compus.
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Brodnitz (43) si-a continuat cercetdrile obtinand alti componenti raspunzatori
de caracterul aromatic al extractului §i anume: metantiol (31.6 mg/100g), 2-propen-I
tiol (388 mg/100g), 1-propantiol (2 mg/100g) si 2-propantiol (4.5mg/100g) aritind ca
este necesard o aprofundare a studiului compusilor aromatici volatili cu ajutorul
cromatografiei de lichid de inalta performanta.

2.2.7. EVALUAREA INTENSITATII AROMEI iN SPECIILE DE
ALLIUM

Evaluarea intensititii aromei se face {indnd cont de compusii raspunzitori de
acest fapt si anume de disulfuri, trisulfuri, tiosulfuri si tiosulfonati. Intensitatea aromei
acestora este diminuati de prezenta compusilor carbonilici si alcoolici.

De asemenea, intensitatea variaza in functie de tipul de cultura, de maturitatea
plantei, conditiile de stocare dupa recoltare, de conditiile agronomice si ale mediului
pe timpul cresterii i de conditiile de prelucrare.

In vederea evaluirii intensitatii aromei in aceastd specie, au fost propuse
metode chimice tipice pentru fiecare categorie de substante. Astfel tiosulfonatii au
fost determinati utilizind cromatografia in strat subtire; tiamina si cisteina prin
fotocolorimetrare; principiile lacrimatorii, (108, 111) prin cromatografie in strat
subtire, de gaz si fotocolorimetrie (absorbtie la 254nm) (23,108).

In afard de metodele aritate mai sus, au fost utilizate o serie de tehnici de
analizd pentru misurarea continutului de substante volatile cu continut de sulf
(61,98,241).

Metoda, cuprinsd in Standardele Internationale, pentru determinarea
compusilor volatili cu sulf din Allium Cepa i Allium Sativum, include macerarea in
apa a tesutului vegetal, adaosul de etanol, distilarea compusilor volatili cu sulf gi
titrarea argentometrica a distilatului.

Abraham si colaboratorii (4) determina continutul de substante volatile cu sulf
prin metoda oxidarii distilatului cu cloramina T.

Determinarea continutului in acid piruvic, produs primar al degradarii
enzimatice a sulfoxidului alchilcisteinei sub acfiunea allinazei, a fost utilizata intens,
ca o masura a caracterului aromatizant.

Freeman gi Mc Breen (108) au aratat ca existd o buni corelare intre cantitatea
determinatd de tiosulfinati $i concentratia de acid piruvic §i aplicarea metodei la
analiza tiosulfinatilor in Allium crud, deshidratat prin congelare respectiv deshidratat
prin incalzire.

Relativ recent, au fost izolati din Allium sulfoxizii substituiti ai cisteinei,
purificati prin electroforeza si separati prin cromatografie in strat subtire. Metoda a
fost cuantificata, utilizadnd ca standard derivati butilici, vizualizarea obtinindu-se cu
ninhidrina (159,160).

Metoda aceasta este cea mai indicati pentru evaluarea si analiza sulfoxizilor S-
alchil (alchenil)-L-cisteinei in specia Allium, pe tesuturile plantei, pe masura
maturizarii plantei.
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2.2.8.FACTORII CARE AFECTEAZA COMPOZITIA CHIMICA
A SPECIEI ALLIUM

Efecte botanice, de cultura si de dezvoltare

In literatura (109) sunt demonstrate diferentele, calitative si cantitative, ce apar
in compozitia uleiurilor volatile ale acestei specii precum si faptul ca continutul total
in substante volatile cu sulf, creste pe mésura maturizarii plantelor.

Pentru studierea detaliatd a distributiei compusilor volatili in Allium s-au
utilizat atat cromatografia de gaz, cat si analizele chimice cantitative si calitative a
tiosulfonatilor, acidului piruvic si a sulfului A fost studiatid compozitia in diferite parti
ale plantei , cultivate pe terenuri diferite.

S-a constatat cd existd deosebiri intre intensitatea aromei (exprimata in pM
tiosulfinati/gram greutate cruda) din frunze si cea din bulbi, in timp ce in radicini si
seminte concentratia este asemanatoare cu cea din frunze.

in Allium Sativum, mai mult de 90% din compusii rispunzitori de aroma sunt
stocati in frunze.

Beker si Schuphan (31) au studiat localizarea allinazei si a celulelor purtatoare
de uleiuri volatile din Allium Cepa. Utilizadnd tehnici autoradiografice si histologice,
autorii au concluzionat ca in timp ce allinaza este distribuita in toata planta, celulele
ce contin uleiurile volatile sunt concentrate in invelisul vascularizat al semintelor.

Freeman 1 Mossadeghi (109) au utilizat culturi , atat pe nisip cat si in solutie
pentru a investiga relatia intre compusii volatili aromatizafi si adaosul de sulfati in
cadrul speciei Allium. Plantele au fost cultivate in conditii in care a fost aplicat un
adaos de sulfati de 0 - 3 moli echivalenti/1. S-a constatat o scidere a concentratiei
uleiurilor volatile, scadere care a fost pusa pe seama descompunerii sulfoxidului trans
(+)-S-(1-propenil)-L-cisteind. De asemenea se observa si o scadere a cantitétii de acid
piruvic si substantelor volatile cu sulf (masuratori efectuate pe cromatograf cu gaz),
sugerand ca desi sulfatii influenteaza scaderea compusilor volatili cu sulf, acestia nu
constituie un impediment in dezvoltarea normald a plantei, deci nu conduc la o
modicare a metabolismului plantei.

Influenta regimului de hidratare asupra speciei Allium a fost studiatd de
Platenius (242). S-a constatat, pe langa o diminuare a dezvoltarii, in conditiile ploii
naturale, o crestere a concentratiei compusilor aromatizanti. Acest fenomen a fost
studiat si explicat de Freeman si Mosadeghi (109), prin faptul ca se produce un stress
asupra plantei ceea ce conduce la o acumulare a metabolifilor de concentratii scazute
cum ar fi aminoacizii, care in acest fel devin accesibili pentru transformarea lor in
precursori aromatizati.

Efecte similare, de stress hidric g1 influenta a sulfatilor, au fost observate la
legume si condimente, toate cu continut bogat in sulf.

Freeman citeazad citeva lucrari care prezintd modificiri considerabile in
componentii aromatizanti in primele 20 de zile dupa germinare, dupa acest termen nu
mai existd modificati evidente.

Recent Malkki si colaboratorii (176) au aratat ca dupad formarea bulbului apare
o scadere a concentratiei acidului piruvic. O concentratie mare a sulfoxizilor de S-
propil-S-(1-propenil) si S-metil-L-cisteini a fost observatd inaintea formarii bulbului
(3.6 mg/g crud).
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Depozitare si prelucrare

In toate cazurile de depozitare (4 la 8 luni ), Platenius (242) a observat o
crestere a continutului in substante volatile cu sulf .

Astfel, dupa primele cinci luni de la inceperea experimentului s-a observat o
crestere a acestor compusi cu 25%.

De asemenea s-a observat o scadere brusca dupa o perioada de 190-200 zile, a
acidului piruvic, a principiilor lacrimatorii §i a substanfelor volatile totale, totusi
acestia se gésesc in concentrafie ceva mai mare decat la inceputul experimentului.

S-a tras conculzia ca precursorii aromatizanfi, sunt utilizati ca sursd de azot
necesar dezvoltérii plantei §i miresc activitatea metabolica din planta.

Aceastd crestere a compusilor volatili cu sulf a fost explicatd de diferiti autori,
ca fiind un rezultat al degradarii enzimatice a y-glutamil peptidelor.

Atat Bernhard (32) cat si Freeman §i Whenham (106) au aratat ca in timpul
prelucrarilor, plantele suferd pierderi mai mari de 90% din compusii aromatizanti, in
special prin deshidratare. Pierderile care au fost observate sunt de 89% in
dimetilsulfurd; 98% in metildisulfura, disulfura de dipropil(99.8%) si la disulfura de
1-propenil-propil (99.4%).

Analizele chimice au aratat cd de fapt toate tipurile de prelucrare, cum ar fi:
pasteurizarea, fierberea, deshidratarea, congelarea si conservarea decurg cu pierderi
mari in ceea ce priveste compusii aromatizanti.

Pentru intelegerea completdi a mecanismului pierderii substantelor
aromatizante, Freeman si Whenham (109) au determinat atat concentratia allinazei cat
si a substratului (prin mdsurarea cantitdfii de acid piruvic) in timpul prelucrérii
plantelor.

Nivelurile concentratiei enzimei, respectiv a substratului, sunt de 45% si 75%
(fatd de planta crudi)la planta congelatd si uscatd ; 10% si 19% la planta supusa
uscarii cu aer cald; 6% si 46% la planta supusa congelarii i 5% si 73% la fierbere.

Prin addugarea de allinazd exogend la planta procesatd (in special in cazul
congelarii i fierberii), este de asteptat o imbundtitire a calitifii substantelor
aromatizante, ceea ce nu se intdmpld insd practic. Aceasta duce la concluzia ca
procesarea afecteaza fiecare substanti in mod individual.

Mazza (188) si Le Magner precum si Schwimmer (265) au arétat ca in cazul
rehidratarii plantei uscate cu solutie de cisteind, preferabila apei, se obtine o crestere a
intensitatii aromelor de 20 de ori. Acelasi efect a fost observat si in cazul in care au
fost utilizati alti mercaptani nevolatili, spre deosebire de actiunea acidului ascorbic
care nu a avut nici un efect.

Mumtaz si colaboratorii (203) au aridtat cd mirosul puternic (estimat prin
misurarea substantelor volatile de tip reducétor) este putin afectat de y-iradiere sau
depozitare. Gamma iradierea (70-150Gy) ,utilizatd in mod obignuit pentru prevenirea
dezvoltirii ciupercilor, s-a dovedit ca provoaca sciderea activitatii cistein sulfoxidului
C-S liazei (190).

Dupi 12 sdptamani de stocare la temperatura camerei, activitatea enzimei s-a
refiacut. De asemenea s-a constatat ci prin y-iradiere se reduce formarea disulfurii de
dipropil.

Cercetitorii japonezi (213-215) au efectuat studii asupra naturii §i produsilor
y-radiolizei solutiillor apoase de aminoacizi cu sulf, concluzionand ca pierderea
proprietatilor lacrimatorii (asociat cu pierderea mirosului puternic) in plantele iradiate

se datoreazd mai degraba distrugerii enzimei allinazd decit descompunerii
substratului.
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Mathur (181) a observat ca y-iradierea si depozitarea (7 luni) usturoiului nu are
efect asupra compusilor volatili, a mirosului sau a tesuturilor vegetale. Curzio si Ceci
(62) au examinat efectul y-iradierii (50Gy) asupra compozitiei extractului eteric de
usturoi, dar Kwon a sesizat aparitia unor modificari a aromei de Allium sativum in
urma iradierii bulbilor (158).

Rezultatele analizelor prin cromatografie de gaz si spectrofotometrice au aratat
ca nu existd diferente apreciabile intre bulbii de usturoi depozitati 180 de zile sau la
cei y-iradiati.

2-Propenil sulfitul nu a mai fost detectat dacd bulbii au fost mentinuti la
temperaturd mai mare de 50°C, timp de 8 ore. De asemenea di-(2-propenil)-
tiosulfinatul se descompune la o temperaturda mai mare de 60°C. O deteriorare
sensibild a substantelor aromatizante a avut loc prin mentinerea timp de 8 ore la
temperatura de 60°C.

Utilizarea acidului ascorbic §i a SO,, ca stabilizanti ai culorii plantei de Allium
Sativum, in timpul deshidratirii, a fost studiati de Pruti J. S. si Singh L. J. (246). In
timp ce acidul ascorbic nu a avut nici o influentd asupra culorii sau a substantelor
aromatizante, mecanismul acestor influente nu a fost pe deplin elucidat. Se presupune
cad nu este afectatd enzima ci precursorii compusilor aromatizanti. Tratarea cu SO,
influenteazd negativ, in special , activitatea antimicrobiand a plantei de Allium
Sativum deshidratat.

Adaosul de allinazd exogend mareste cantitatea de 2-propenil tiosulfinat de
cinci ori, iar de 2-propenil disulfurd de doui ori, ceea ce indica faptul ci prin fierbere
nu sunt descompusi precursorii aromatizanti §i nici compusii cu activitate
antibacteriala.

Deteriorarea aromei, este maxima la Allium Sativum pudri, la 37°C gi minima
la 0-2°C.

Analizele gaz cromatografice ale plantei crude si ale celei depozitate (6 la 12
luni) denota o crestere considerabild a componetelor volatile influentand in acest mod
proprietitile organoleptice.
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2.3.ENZIMA CHEIE - ALLINAZA

Lancaster (159) si colaboratorii au identificat un numar mare de aminoacizi
neproteici ca metaboliti secundari in plantele superioare.

In unele cazuri, aminoacizi specifici sunt constituenti caracteristici ai unor
specii anumite, fiind utilizafi ca marcheri. Astfel S-alchil cistein sulfoxidul este
constituentul a unui numar mare de specii printre care se giseste si Allium Sativum.
Am aritat anterior ci majoritatea componentilor aromatici caracteristici ai acestor
plante, derivdi in urma degradirii enzimatice cu o C-S-liazd prezentd in plante.
Aceastd enzimd a fost separatd din substratul ei natural in momentul distrugerii
tesuturilor plantei (159).

Enzima prezenti in bulbii de Allium Sativum a fost descrisa pentru prima oara
de Stoll si Seebeck (289). Ei au ardtat cd principalul substrat , asupra caruia
actioneazd enzima, este alliina (S-alil-L-cistein sulfoxidul). Acest substrat, sub
actiunea enzimei, da nagtere la acid piruvic §i amoniac.

Acidul alilsulfenic si acidul a-aminoacrilic se formeazi ca intermediar in timpul
degradirii enzimatice; in acelasi timp apare §i un miros caracteristic ceea ce denota
aparitia alicinei.

Enzima obtinutd de Stoll si Seebeck, cu o puritate neprecizati, a fost activa la
pH cuprins intre 5-8 si o temperatura de 37°C.

Goryachenkova (122) si mai tarziu, Mazelis si Crews (185) au demonstrat
stimularea enzimei de prezenta piridoxal fosfatului precum si faptul cé se poate obtine
o enzimd de gase ori mai purd, prin precipitarea cu sulfat de amoniu, urmata de o
fractionare pe Sephadex G-200, confirmand observatiile lui Stoll i Seebeck.

Enzima purificatd are activitate optima la un pH de 6.5 pentru un substrat de
S-metil-L-cistein sulfoxid.

Pentru diferiti sulfoxizi ai S-alchil-Lcisteinei utilizati ca substrat, au fost
determinate urmatoarele valori ale constantei Michaelis (Km):

Enzima este stimulati de prezenta EDTA si a ionilor de Mg , Mn, Co sau Fe si
este inhibatd de adaosul de cisteind sau hidroxilamind (ultima fiind caracteristica
pentru enzimele activate de prezenta piridoxalfosfatului) S-substituentii cisteinei,
corespunzand substratelor prezentate anterior, constituie inhibitori competitivi.

Mazelis si Nock (186,216, 217) au utilizat pentru purificarea allinazei sulfat de
amoniu (saturatie 35%) si dializa, in prezenta tamponului fosfat de Na si de K si a
piridoxal 5 fosfatului. Separarea a fost efectuati pe o coloani cu Concanavalin A -
Sepharose 4B. Proteina inactivi a fost eluati cu soluia tampon de fosfat de Na si K.

Reactiile principale care are loc sunt:
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Determinarea proteinelor a fost facutd conform teoriei lui Lowry (172),
utilizand ca standard ovalbumina . Fractiunile proteice au fost analizate electroforetic
utilizand ca sistem tampon solutii de dodecil sulfat de sodiu (SDS)/uree. Gelurile fiind
preparate conform metodei lui Hames (129) iar proteinele au fost vizualizate cu
Comassie blue (129).

Constanta lui Michaelis (Km) a fost determinatd utilizind metoda lactat
dehidrogenazei descrisi de Schwimmer si Michaelis (264). Utilizand ca substrat S-
etil-L-cistein sulfoxidul s-a obtinut o valoare pentru Km de 5.7 mM, valoare care
coincide cu cea obtinutd pentru enzima nepurificatd superior. Pentru substratul de S-
alil-L-cisteinsulfoxid s-a obtinut o valoare a Km de 3.3 mM. Aceasti valoare este mai
mare decit cea raportati de Kazaryan si Goryachenkova (Km=0.5 mM)(122). O
explicatie asupra diferentei mari dintre aceste doud valori ar fi faptul ca
Goryachenkova a utilizat diastereoizomerul natural al allinazei si nu amestecul obtinut
prin sintezi, utilizat de Mazelis i colaboratorii(186).

Determinarea greutatii moleculare a allinazei i a subunitatilor ei a fost ficuta
prin gel filtrare pe o coloani de BIOGEL A 0.5mM echilibrati cu o solutie tampon.
Coloana a fost standardizata utilizinnd tiroglobulini bovin3, gamma globulina,
ovalbumini, mioglobini gi vitamina B;.

Subunitéfile au fost determinate dupé un tratament prealabil al enzimei cu uree
6M la 65°C timp de 45 de minute, pe coloani echilibrati cu solutie tampon continand

uree 6M. Ca proteine standard au fost utilizate Dextran Blue, gamma globulini,
albumina serici, ovalbumina i mioglobina.
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Astfel, greutatea moleculard a enzimei a fost estimatdi la 85000 prin
cromatografierea fractiunii VI, purificate pe BIOGEL A 0.5mM. Pentru holoenzima,
Kazarian si Goryachenkova (122) au determinat o masid moleculara de 130000
respetiv pentru o subunitate, de 65000. Diferentele acestea intre masele moleculare nu
au putut fi explicate. Unul din motive ar fi existenta posibilitatii de interactiune intre
enzimai (care este o glicoproteind) si Sephadex G-150.

Analiza carbonatilor a fost efectuatd prin metoda datd de de Dubois si
colaboratorii care utilizeazd acidul fenolsulthidric (85). Ca standard a fost utilizata
glucoza. Pentru enzima analizatd s-a determinat un continut de 5.5% in greutate de
glucide. Aceasta valoare este foarte aproape de cea data de Tobkin si Mazelis (299),
de 5.8%. Aceste glucide cuprind hexozamini 1.5% si metilpentozd 0.5%. Nu a fost
identificata prezenta acidului sialic.

Analiza aminoacizilor s-a efectuat pe un hidrolizat proteic obtinut prin
incdlzirea unor probe de extract de Allium sativum in HCI 6N, timp de 24 ore la o
temperaturad de 110°C si apoi separarea acestora pe un analizator de aminoacizi de tip
Beckmann Model 6300, de citre Moore S. si Stein (198). O neconcordanti de valori a
existat la determinarea cantitativa a triptofanului; au fost utilizate: metoda lui Tobkin
si Mazelis si procedeul dat de Edelchoch (87).

S-a dovedit ca concentratia in unii aminoacizi a allinazei din Allium cepa este
de doua ori mai mica decét cea din Allium sativum.

Compozitia In aminoacizi ai allinazei din Allium sativum este prezentata in
tabelul 2.5.

Determinarea influentei piridoxal fosfatului a fost efectuatd prin metoda lui
Wada si Snell (314). Aceastd determinare a fost efectuatd atit pe enzima nepurificata,
care s-a dovedit cad este stimulatd de prezenta piridoxalfosfatului, cit si pe enzima
purificatid. Enzima purificati, in absenta coenzimei, absoarbe la A=430nm.

In prezenta coenzimei, lungimea de undi la care absoarbe enzima este de
410nm, la o concentratie a coenzimei de 2.97 mM, determinindu-se in acest fel ca
2.17 moli de coenzima sunt legati la un mol de enzima.

Aceste observatii sunt in concordantd cu determindrile efectuate anterior prin
metode chimice.

In prezenta L-cisteinei, piridoxalfosfatul formeazi un compus tiazolidinic,
care absoarbe la 330nm (nu mai apare maximul de la 430nm).

Un argument suplimentar pentru structura dimerd a enzimei, il constituie
faptul ca doi moli de piridoxalfosfat revin la un mol de enzima.

Specificitatea allinazei a fost demonstrata prin utilizarea mai multor tipuri de
substante si anume: allind naturald, allind sintetica, S alil-D,L-cisteinsulfoxidul.
Activitatea enzimei a fost determinatéd prin masurarea cantitatii de acid piruvic format
in urma reactiei enzimatice. Determinarea cantitifii de acid piruvic s-a facut cu
ajutorul reactiei cu 2,4 dinitrofenilhidrazina.

Concluziile care au rezultat , au fost cad allinaza nu actioneazd decat asupra
compusului natural derivat de (+)-L-cisteind; nu reactioneazi asupra derivatilor (-)-L-
cisteinei.

(-)-S-alil-L-cisteinsulfoxidul este scindat de catre allinazi , dar intr-un timp
mult mai indelungat fatd de acfiunea asupra (+)-S-alil-L-cistein sulfoxidului. Pe de
altad parte, nici (+)-S-alil-D,L-cisteinsulfoxidul si nici (+)-S-alil-D-cisteinsulfoxidul nu
constituie substraturi pentru allinazi (290).

in tabelul 2.6 sunt prezentate proprietitile enzimei allinaza izolata din Allium
sativum, in comparatie cu cea izolata din Allium cepa.
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L ______Tabelul 2.5,
R Y TR SR AT " S YR
0.47 10.3 9
0.27 5.9 6.3
0.30 6.6 6.6
0.45 9.9 12.1
0.17 3.7 2.7
0.28 6.4 7.4
0.27 6.2 7.4
0.26 5.7 6.7
0.07 1.5 0.8
0.10 2.2 2.4
0.137 3.0 4.9
0.28 6.3 74
0.23 5.1 4.9
0.18 4.0 4.4
0.30 6,6 74
0.08 1.7 1.9
0.20 4.4 3.4
0.48 10.6 5,6

Proprietitile allinazei izolatd din Allium Sativum si Allium Cepa (290)

| Tabelul 2.6.
Proprietiti. |  Allium Sativum ~_Allium Cepa
pHoptim 7.4-8.6 6.5

(dep. de sol. tampon)

L cisteinsulfoxid S

L cisteinsulfoxid S

substituit substituit
(alchil, alchenil, aril) (alchil, alchenil)
Activator = piridoxalfosfat piridoxalfosfat
Inhibitor hidroxilamina hidroxilamina
o cisteini
Inhibitor compe cisteina S substituita cisteina S substituita
B coresp. coresp.
sulfoxid de metionini
B metionin sulfoxima
Valori Km 16.6 (metil) 15 (metil)
5.7 (etil) 6 (etil)
3.8 (propil) 3 (propil)
4.7(butil) 6 (butil)
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2.4 ALLICINA, PRINCIPIUL ACTIV AL ALLIUM SATIVUM

Primele investigatii au fost efectuate asupra extractelor de plante,privind
acfiunea lor antibacteriald,de cétre Cavalitto J.si Bailey J.H. in anul 1944, care au
demonstrat ci o infuzie proaspitd de bulbi de Allium sativum prezintd actiune
bactericidd. Anterior, mulfi dintre cercetitori au atribuit aceastd activitate
dialildisulfurii, acroleinei sau unei aldehide nesaturate similare §i apoi unui grup de
substante definite ca fitoncide.

Dupai testarea , atat a dialildisulfurilor, cat si a dialilpolisulfurilor s-a constatat
cd acestea nu prezintd activitate bactericida. S-a urmdrit si efectul dialildisulfurilor
sintetice; acestea au prezentat acelasi efect.

Fitoncidele amintite mai sus, s-au dovedit a fi mult mai instabile decat allicina,
care a fost obfinuta numai din spectile de Allium sativum (50).

Allicina se obtine din alliind prin actiunea allinazei, avand urmatoarea structura:

CH, CH,
gH Jy
du, L.

0 — | L,

Allicina

Allicina a fost izolata in stare purd, de Cavalitto (50), sub forma unui lichid
incolor, prin extractia bulbului de Allium sativum in alcool de 95%. Extractul obtinut
s-a concentrat sub presiune redusd (15-20 mm) pand la indepirtarea, aproape
completa, a alcoolului. Produsul pur a fost izolat prin extractii repetate. Analiza
elementald a avut urmatoarele rezultate: C 44.12 -44.59; H 6.30 - 6.34; S 39.69 -
40.90% ceea ce corespunde formulei : C¢H;oOS, si unei mase moleculare de 162; este
solubil in apd la o temperaturd de 10°C, intr-un procent de 2.5%; este miscibil cu
alcoolii, benzenul si eterii; are densitatea de d ;0 = 1.112 si un indice de refractie (la
20°C) np=1.56 (130,137,143).

Produsul pur este iritant pe piele §i are un miros caracteristic , mai puternic
decat usturoiul.

Solutiile apoase de allicini au un pH aproximativ de 6.5 iar la o depozitare timp
mai indelungat, formeaza un precipitat uleios, crescand in acelasi timp si aciditatea
solutiei, prin formarea de cantitdti mici de bioxid de sulf, in acelagi timp scizand
activitatea biologica solutiei.

Aditia de alcalii duce la inactivarea imediata, cu precipitarea disulfurii de alil si
formarea unei sulfuri a metalului respectiv.

Allicina a fost studiatd din punct de vedere bactericid, in paralel cu penicilina,
fiind continuti in infuzii de Allium sativum. Aceste infuzii si-au dovedit instabilitatea
la incdlzire, stabilitatea considerabili la rece gi inactivarea instantanee prin tratarea cu
alcalii (144,207,288).

Acizii diluati nu au prezentat nici un efect asupra infuziilor.

Activitatea allicinei s-a dovedit a fi mai mult bacteriostatici decat bactericida,

atat asupra bacteriilor gram pozitive cat §i a celor gram negative (asupra ultimelor,
penicilina nu are efect)(12).
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in tabelul 2.7 este prezentati activitatea bactericida a allicinei dupa Cavalitto si
Bailey (50).
Activitatea bactericidi a allicinei

Tabelul 2.7
Organism
Stafilococus aur. 0 -
Streptococus 0 - -
hem.
Streptococus 0 0 -
virid.
B. subtilis 0 0 -
B. tifosus 0 0 -
B. paratifosu A 0 0 -
B. paratifosus B 0 0 -
B. morgani 0 0 -
B. eutiridilis 0 0 -
B. dishinterie 0 0 -
Shiga
B. desinteris (] 0 -
Flexner
V. cholaere 0 0 -
0 = absentia 0 0 -
- = prezenta 0 0 -

In afara de efectul bactericid §i bacteriostatic, alt efect al Allium sativum este
cel de micgorare a nivelulut lipidelor, pe perioada indelungata.

Mathew P. si Augusti T.(179) au studiat mecanismul de actiune al allicinei
asupra lipidelor, ajungand la concluzia ca administrarea zilnica de Allium sativum, la
bolnavii cu hipercolesterolemie duce la o scidere considerabila a colesterolului (dupa
o perioadd de doud luni). Rezultatele obtinute au aritat o scidere considerabild a
lipidelor, atat in ser , cat si in ficat, acest efect datordndu-se sciderii nivelului
trigliceridelor si a colesterolului liber.

Aceastd scadere s-ar putea explica prin faptul ca biosinteza trigliceridelor si a
fosfolipidelor este dependentd de existenta a D-1,2-digliceridelor, biosinteza avand
loc in ficat cu participarea coenzimei A(162, 212, 274).

Allicina , prin structura sa, are posibilitatea de a se combina cu gruparea SH
activd a coenzimei A, aceasta constituind de fapt placa turnanti in biosinteza acizilor
gragi,a colesteroluluitrigliceridelor , precum si a fosfolipidelor(288). In acest fel,
efectul de scadere a nivelului lipidic, poate fi atribuit capacitatii allicinei de a inactiva
gruparile SH existente(7, 22, 180, 193, 329).

Efectul micsorarii nivelului colesterolemiei,este mai pronuntat asupra
colesterolului liber decdt asupra celui total (271). Acest studiu constituie si o
explicatie a faptului ca extractul de Allium Sativum este utilizat in tratamentul bolilor
cardiace gi a ateriosclerozei(89, 205, 231, 233).

Un alt efect benefic al plantei de Allium sativum este influenta acestuia asupra

dermatofitilor(311) si a drojdiilor(207, 235). Acest efect s-a dovedit a fi de zece ori
mai mare decat asupra bacteriilor (16, 144).
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Mai multi autori au studiat efectul plantei Allium sativum asupra a patru tipuri
de Candida albicans (244), krusei, tropicalis §i pseudotropicalis prin metoda Oxford,
pe mediu de mal{-agar . Determindrile au fost efectuate in paralel cu Nystatin. S-a
observat ci extractul de Allium sativum (cu un continut de aproximativ 0.4% allicini)
este mult mai eficace deciat o solutie de allicind 5%(26, 41, 45, 72, 119). S-a
determinat de asemenea efectul sinergic pe care Allium sativum le prezintd impreuna
cu amfotericina B asupra cryptococcus neoformans (274).

Rezultate bune s-au obtinut §i in prezenta unor agenti oxidanti (apd oxigenata)
care au mdrit activitatea lui Allium Sativum, datoritd confinutului in catalaza a
acestuia (20).

Focke si colaboratorii (106) au studiat,de asemenea, efectul allinazei si a
allicinei asupra biosintezei acizilor grasi in plante (90, 117).

Allicina inhibd acetilcoenzimaA sintetaza(100). Aceastd enzimid duce la
formarea acetilcoenzimei A din acetat, adenozintrifosfat(ATP) si coenzima A, prin
eliberarea de acetil coenzima A, adenozinmonofosfat(AMP) si pirofosfat. Rezultatele
acestor autori au evidentiat si faptul cé tiokinaza, este putin afectata sau chiar deloc, si
ca poseda un mecanism de reactie diferit de cel al acetat tiokinazei (acetilcoenzimaA
sintetaza) care este puternic influentata de allicina.

Aceeasi autori au testat acetilcoenzimaA sintetaza in comparatie cu alte enzime
si au ajuns la concluzia ca toate sistemele enzimatice, care formeazi acetilcoenzimaA
din acetat, sunt blocate de allicind. Sistemul bacterial, constand din acetatkinaza si
fosfotransacetilaza, genereazi acetilfosfat (din acetat si ATP, formandu-se ADP) si o
a doua treapta, de transfer a radicalului activat pe coenzima A (170, 193).

Transformarea acidului piruvic in acid gras, nu este inhibata de citre allicina.

Yue-sheng Zhang si Xing-ruo Chen(331) au studiat efectul antimutagenic al
Allium sativum, asupra lui Escherichia coli WP 2. Inducerea efectului mutagenic a
fost efectuata cu 4 nitrochinolina 1 oxid(4NQO) si cu raze UV.

Efectul antimutagenic al plantei Allium sativum a fost observat numai in cazul
tratdrii cu 4nitrochinolind, ceea ce duce la concluzia cd extractul poate actiona prin
inactivarea gruparilor electrofile a 4NQ sau prin inhibarea actiunii sale metabolice.

Analiza actiunii oncogenice indicd prezenta activititii mutagenice ca fiind
implicatd in procesul de carcinogenezd (257, 259); autorii emit ipoteza ca prin
interventiile in procesul acestor mutafii, s-ar putea efectua un important pas in
prevenirea cancerului.

Investigatiile epidemiologice au aritat corelarea intre cantitatea de Allium
sativum consumata in hrani i carcinomul gastric.

Cheng J. si colaboratorii au indus cancer de colon cu dimetilhidrazina(DMH)
(doza zilnica administrata a fost de 20 mg/kg corp); s-a constatat ca la indivizii cdrora
li s-a administrat Allium sativum in dieta zilnicd, incidenta cancerului de colon a fost
mult diminuati (52).

A fost studiat efectul antitumoral al Allium sativum cultivat pe un sol imbogatit
in seleniu. Administrarea de Alilum sativum a prezentat o puternicd activitate
chemopreventiva la goarecii injectati cu dimetilbenzantracen ( 141, 142).

A fost de asemenea remarcat efectul de inhibitor tumoral al plantei Allium
sativum in cazul cancerului oral la soareci ( 283, 298).

Unele din componentele cu sulf ale plantei Allium sativum inhiba benzopirenul
care induce neoplazia in stomacul de goarece. Aceste obsevatii au fost facute de citre
Spamnius si colaboratorii in anul 1988,ei sugerand cd Allium sativum ar putea contine
substante care sd prevind cancerul, studii ulterioare fiind insd necesare pentru
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elucidarea multitudinii de mecanisme intre substantele active din Allium Sativum.
Singh a aritat ci acest efect anitumoral l-ar putea avea dialildisulfurile ( 276).
O serie de cercetitori au pus in evidentd existenta unui alt efect deosebit de
important  pentru  prevenirea  bolilor coronariene, si anume efectul
hipocolesterolemiant ceea ce va duce g§i la utilizarea acestei plante impotriva
ateriosclerozei(218, 232, 235, 270, 272, 333).
Un efect deosebit de important il constituie efectul de antioxidant al
componentilor din Allium sativum.
Se presupune cd aceastd planta prezinta proprietatea de a inlatura radicalii liberi
ai oxigenului care sunt implicati ca si factori cauzatori atét ai hipercolesterolemiei, ai
ateriosclerozei, ai aritmiei cat st ai infarctului ischemic indus. Mecanismul prin care
actioneazd Allium sativum nu a fost incd stabilit, dar s-a dovedit cd extractul de
Allium sativum previne formarea de #OH indusa de malondialdehida din omogenatul
de ficat de iepure. Aceastd inhibare s-a dovedit a fi dependentd de concentratie(243,
244, 246).
Mc Cord ( 189) a aritat importanta existentei unei balante oxidare- antioxidanti
pentru mentinerea sistemului oxido reducator de aparare la un nivel optim de actiune.
fn anumite cantitifi, Allium sativum a dovedit ci are un efect de reducere a
agregarii plachetare (200, 201, 206). Ali M. (11) a demonstrat c& bulbul crud are un
efect inhibitor asupra activitifii cicloxigenazei in tesuturile de iepure i anume un
efect necompetitiv §i ireversibil.; acesta ar putea fi utilizat eficient in prevenirea
trombozei , deci 1n prevenirea accidentelor cardio-vasculare (67-69).
Roman Ramos (254) a aritat prezenta efectului antihiperglicemiant al Allium
sativum la iepuri . S-a dovedit un efect similar cu al medicamentelor uzuale.
Singh, S. a efectuat observatii asupra modificarilor cromozomiale induse prin
iradiere cu raze gamma si a efectuat i determiniri biochimice pentru identificarea
modificdrilor in continutul de grupari SH libere active precum i a activitdtii
glutation-transferazei. S-a dovedit ca animalele tratate anterior iradierii cu extract de
Allium sativuam au prezentat o scidere semnificativd atat a grupirilor SH cét si a
activititii enzimei (276, 278)
Allium sativum dovedeste o serie de calitdti terapeutice dar a cirui mecanisme
de actiune nu se cunosc incd pe deplin, rimanand o directie de cercetare extrem de
frecvente in zilele noastre cum ar fi: hipercolesterolemia, hiperglicemia, bolile cardio-
vasculare, precum si o serie de alte boli generate de stresul oxidativ producitor de
radicali liberi ai oxigenului.
Tinind cont atdt de compozitia chimici extrem de complexa cit si de efectele
benefice ale plantei Allium sativum, determinate pani in prezent, obiectivele tezei de
doctorat constau in urmétoarele:
- Studierea compozitiei de baza a plantei Allium sativum indigen
Obtinerea unor extracte de Allium sativum
- Sintetizarea unor tiosulfinati, necesari pentru punerea in evidenti a activitatii
enzimei allinaza

- Izolarea , determinarea masei moleculare a allinazei din planta Allium
sativum indigen precum gi determinarea influentei unor efectori asupra
activitdtii enzimei

- Testarea biologica a extractelor obtinute in vederea determinirii cantitatilor
optime de Allium sativum ce trebuie administrate organismelor animale in

vederea potentdrii rispunsului acestora la diferiti factori perturbatori (
interni §i externi)
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PARTEA A II-A

CONTRIBUTII PERSONALE
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Aparatura utilizati in determinirile experimentale:
1.Extractia prin disilare uscat s-a realizat cu ajutorul unui rotavapor ROTVAC
Evaporator tip RVO-64
2.Punctele de topire s-au efectuat pe un aparat Boetius HMK 70/3193, DDR
3.Analiza elementald s-a efectuat la un aparat Elemental Analyzer Carlo Erba
Model 1100
@f])eterminéile de spectru infrarosu s-au realizat in pastilda de KBr pe un aparat
SPECORD M-80, Karl-Zeiss Jena
5.Determinarile de spectroscopie RMN s-au realizat pe un aparat VARIAN-
GEMINI-300, model 1992, operand la 300 MHz pentru proton
“6.Determindrile activitafii enzimei allinazi si toate determinarile de parametri
biochimici s-au realizat pe un spectrofotometru in vizibil, SPECORD, Karl Zeiss
Jena,
o @eterminirile activitdtii  glutation reductazei s-au realizat pe un
spectrofotometru SPECORD UV-VIS, Karl Zeiss Jena
8. Determinarile de rotatii specifice s-au facut pe un polarimetru POLAMAT la
lungimea de unda a sodiului, 589.3 nm
9.Determindrile de microelemente s-au realizat pe un spectrofotometru cu
absorbtie atomicd AAS1-Karl Zeiss Jena, flacira de aer/acetilena, lampi specifice
10.Determinarea masei moleculare a enzimei alinaza s-a efectuat si cu ajutorul
unui colector automat de fractiuni de tipLabor Muszeripari Muvex (LMIM) iar pompa
peristaltica utilizata a fost de tip LKB Bromma 10200 Perpex
{11.Determinarile modificérilor pe organe s-au efectuat cu ajutorul unui Microtom
Romdidac
127 Determinirile microscopice: lame de tesut si formula leucocitari s-au realizat
cu un microscop Amplival, Karl Zeiss Jena prevazut cu un aparat de fotografiat Zenit.
Reactivii specifici utilzafi:
1.Reactiv Bertrand I : CuSO4x5H,0 4% in apa distilata
2.Reactiv Bertrand II: 200g tartrat dublu de sodiu si poatasiu si 250 g NaOH la 1
litru
3.Reactiv Carrez I: K4[Fe(CN)¢] 15% 1n apa distilata
4 Reactiv Carrez II : solutie Zn(CH3COOQ) ; 23%
"5.Reactiv Drabkin : 50mg KCN,1g NaHCO; si 200 mg K3[Fe(CN) 6] se dizolva in
11 apa distilata.
6.Reactiv May-Grunwald: eosinat de albastru de metilen in suspensie in alcool
etilic si glicerina p.a.
7. Reactiv Giemsa- colorant bazic azur Il i colorant neutru azur II-eosini, in
suspensie in alcool etilic i glicerind p.a.
8.Reactiv Gornall: 45g tartrat dublu de sodiu si poatasiu, 30g NaOH p.a., 15g
CuSO4,5g Kl in 11 ap4 distilata
9.Mediu G.E.A.M.: 1% peptona , 0.2% K; HPO4 ,2% agar solutie 2% in 100ml
apa distilatd
10.Mediu Levine: mediu G.E.A.M. la care se adaugd 2g%lactoza, 1.3ml%
albastru de metilen solutie 0.5%, 2ml% eoyina solutie 2 %)
11.Mediu Sabouraud —-bulion de carne
12.Mediu Mueller Hinton: geloza
Prescurtiri utilizate:
C.M.1.= concentratie minima de inhibare
C.M.B.=concentratie minima bactericida
U.F.C.= unitati formatoare de germeni
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Hb= hemoglobini
MHb=methemoglobini
MHbr=methemoglobin reductaza
Glur= glutation reductaza

Cat= catalaza

ALAT= alanin aminotransferaza
ASAT= aspartat aminotransferaza
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CAPITOLUL 3

3.1. OBTINEREA EXTRACTELOR DE ALLIUM SATIVUM

3.1.1. Consideratii teoretice cu privire la obtinerea extractelor din plante

Cei mai utilizati solventi in prepararea extractelor sunt: apa, alcoolul de diferite
concentratii, amestecuri de alcool si eter, amestecuri de alcool cu glicerind si apa, alcool
propilic, alcool metilic, cloroform, benzina, eter de petrol, eter etilic precum si extractia
in prezenta substanfelor tensioactive, a unor emulgatori sau detergenti, etc. Alegerea
solventului §i a concentratiei lui se face findnd seama de substantele ce urmeaza a fi
extrase, precum §i de substantele inerte care nu trebuie antrenate in solutie (140).

Tinindu-se seama cé in produsele vegetale, circulatia tuturor substantelor active se
face in mediu apos, rezulti ci extractia optima a principiilor active s-ar realiza cu api. In
realitate situatia este diferitd. Produsul vegetal uscat nu trebuie comparat cu o substanta
chimica deshidratata, ci trebuie considerati ca un produs complex, {inand seama de toate
modificdrile care au loc in timpul uscirii. Prin trecerea protoplasmei celulare din stare de
sol in stare de gel, desi natura chimicd in sine se modificd putin, pot avea loc unele
procese de coagulare ireversibila datoritd caldurii sau imbatranirii coloizilor, aldturi de
unele reactii enzimatice §i chimice. Concomitent cu moartea celulei, substantele active
dizolvate in sucul celular din vacuole, ajung in contact cu peretii celulari, cu care, dupa
caz, pot forma combinatii solubile sau insolubile (260).

Pe de altd parte,unele substante insolubile in ap3, cum ar fi uleiurile volatile gi
componentele lor, rezinele, alcoolii superiori, vitaminele liposolubile, etc. sunt mentinute
in solutie, in suspensie sau sunt emulsionate cu ajutorul unor substante hidrofile de tipul
emulgatorilor, al ciror efect poate si inceteze dupd moartea celulei, astfel incat
componentele respective s nu mai fie solubile in apd. Pectinele insolubile

(protopectinele) la incilzire trec in pectine solubile( 9).
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Prin concentrarea continutului celular are loc o micsorare a pH-ului acestuia,
unele sisteme tampon sunt dereglate si substantele stabile in conditii normale pot suferi
modificari in conditiile nou create.

Deci, una din problemele importante ale procesului de extractie, este ca produsul
vegetal sd fie adus intr-o stare cat mai apropiatd de starea in care se afla initial, cand
celula era vie gi care sd permitd difuziunea i osmoza, implicit , dizolvarea substantelor
din celula vegetala.

S-a observat ca celulele moarte isi pierd puterea lor osmotica, dar totusi, cand prin
peretele celular patrunde o cantitate de apa, puterea osmotici a celulei este restabilita intr-
0 oarecare masura.

Primii cercetitori care au obfinut un extract de Allium sativum au fost americanii
Cavalitto i Bailey ( 50) ; acestia au fost urmati de o serie de alti cercetatori care au pus la
punct diverse metode de extractie atat in mediu apos cét si in diversi solventi .

Scopul urmirit in prezentul studiu a fost obfinerea unor extracte in conditii cét
mai facile din care s3 poatd fi efectuate determinirile ulterioare ale compozitiei , cu
mentinerea cat mai riguroasi a componentilor raspunzitori de efectele terapeutice .

Astfel s-a procedat la obtinerea extractelor atat prin distilare uscata cat si in mediu
apos.

Materialul vegetal studiat s-a procurat de pe piata locala.

3.1.2. Obtinerea extractelor din Allium sativum

3.1.2.1. Obtinerea extractelor de Allium sativum prin distilare uscati

Modul de lucru:

S-au luat in lucru 200g bulbi curatati de usturoi , pentru fiecare sarja.

Materialul crud curitat a fost introdus in balonul de distilare care a fost racordat la
un rotavapor.

Distilarea s-a efectuat fara solventi ; pe tot parcursul distilarii (t = 60 minute) s-a
barbotat un curent slab de CO, , pentru prevenirea oxidarii produsilor de distilare.

S-au obtinut in medie 110 £ 23 ml lichid uleios §i 72 + 15 g masa uscata.

S-a lucrat in diferite conditii de extractie ( s-a modificat temperatura, timpul de

extractie, vidul aplicat in sistem precum si gazul inert ) pentru a identifica conditiile
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optime de obtinere a unui extract prin distilare uscatd , cu efect maxim bactericid si
bacteriostatic. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.1.

Variatia parametrilor de extractie prin distilare uscata

abelul

3.1.2.2. Obtinerea extractelor apoase de Allium sativum

Fiecare sarjd a constat in utilizarea a 400 g bulbi proaspét curitati ; materialul
vegetal proaspit curitat , s-a maruntit printr-un aparat de tip Warning. La bulbii curatati a
fost adaugati solutie tampon fosfat Na,HPO, / NaH,PO4 ( pH =7.0) de 4°C , in raport de
2g bulb : 1v solutie tampon. Maruntirea s-a efectuat in 2-3 etape, timp de maxim Iminut,
pentru a preveni incilzirea masei de macerat si astfel o eventuali pierdere in tiosulfinati.

Maceratul obtinut s-a mentinut la temperatura de 4 °C timp de 30 minute, dupa
care a fost supus centrifugirii la 4 °C timp de 30 minute la 3500 rot/ minut, intr-o
centrifugd Janetzky cu ricire. Dupi centrifugare s-a separat supernatantul care s-a
prezentat ca un lichid galben-deschis cu miros specific , puternic infepator. Supernatantul
s-a filtrat pe hartie Wathman 1 , sterilizati in prealabil in etuvi. Acesta a fost impartit in
patru fractiuni , §i anume: prima fractiune a fost introdusi imediat in congelator si
pastratd pana in momentul testarii, cea de-a doua fractiune a fost introdusi in frigider la
temperatura de 4°C, a treia fractiune a fost stabilizatd cu glicerind anhidra (10% volum
supernatant) si mentinutd in frigider la 4°C iar cea de-a patra fractiune a fost mentinuti la

temperatura camerei ( 20-22°C).
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S-au obtinut in medie 250 + 32 ml extract.

Ulterior fractiunile , din fiecare garj4, au fost supuse determinérilor principalilor
bioconstituenti si au fost testate din punct de vedere al mentinerii cantitatii de tiosulfinati
in functie de conditiile de conditionare si de depozitare. Rezultatele sunt prezentate in
tabelele 3.3-3.6, respectiv graficele 3.2-3.5.

3.1.2.3. Analiza compozifiei extractelor de Allium sativum

S-a trecut la identificarea principalilor bioconstituenti din extractele obtinute. Au

e

fost determinati urmaitorii constituenfi: umiditatea §i cenusa prin metoda gravimetrica,

glucidele reducitoare prin metoda Bertrand, lipidele totale prin metoda extractiei cu
solvenﬂti>( Soxhlet ) si proteinele totale , prin metoda microKjeldhal (260). Metodele
utilizate sunt descrise in cele ce urmeazi .

Determinarea umiditatii materialului brut ( bulbi proaspeti de Allium sativum).

Metoda se bazeazi pe determinarea pierderii in greutate a probei ce a fost uscata la
temperatura de 105 °C. In cazul produselor vegetale cu un continut mare de api ( legume,
fructe) este necesard o uscare preliminara in curent de aer cald la 60°C. In continuare se
executd uscarea la 150°C intocmai ca si la produsele cu un continut redus de api . Pe
langa apa se evapora si cantitafi mici de substante volatile, acizi liberi volatili, etc.

Modul de lucru

intr-o fiola de cantirire care a fost adusi la greutate constanti , s-au cAntirit 3g de
bulbi proaspeti de Allium sativum. Proba de analizat a fost in prealabil uscati la aer si
mdcinatd fin. Fiola de cantdrire cu proba s-a introdus intr-o etuvd si s-a tfinut la
temperatura de 105 °C timp de 3 ore. Fiola, scoasé din etuva, s-a acoperit cu capacul si s-
a introdus intr-un exicator pentru ricire §i apoi s-a cantirit. Diferenta intre cele doui
céntariri ale fiolei reprezinta cantitatea de ap3 higroscopic3 pe care o contine substanta de
analizat.

Calculul umiditatii in procente (U%) se face cu formula:

g
U%=——x100
G

Unde: g=g;- g>
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G = greutatea substantei de analizat , in grame
g1 = greutatea fiolei cu materialul proaspét cantérit
g, = greutatea fiolei cu material, dupa uscare
g = greutatea apei continuti in G g substanta
Substanta uscatd %= 100 -U
Determinarea cenugei brute
Cenusa bruti este formatd din componentele minerale existente in produsele
vegetale din resturi de pimant, nisip cat si din altele ce se formeaz4 in timpul incinerarii
(particole de carbune nears). Proportia de cenusa a tesutului vegetal este o marime ce
depinde nu numai de continutul in elemente fixe al materiei vegetale ci §i de conditiile in
care se face incinerarea ( ex. temperatura ) ( 260).
Modul de lucru
intr-un creuzet de portelan calcinat si tarat in prealabil s-au introdus 5g din
materialul vegetal, cantédrit la balanta analiticd. Calcinarea creuzetului cu materialul
vegetal s-a efectuat intdi cu ajutorul becului Bunsen, pe sitd de azbest, iar apoi in cuptorul
electric la temperatura de 500°C, pana la obtinerea unui reziduu alb cenusiu. Creuzetul a

fost lasat sa se raceasca in exicator §i apoi s-a cantdrit.

Calculul:
Continutul in cenusa raportat la materialul vegetal uscat (C; % ) s-a calculat dupa
relatia :
100
Ci%=C———
100 -U

unde : C; = continutul procentual in cenugi al materialului uscat
C = continutul procentual in cenugi al materialului cu umiditate U
U = umiditatea in %
Determinarea glucidelor
Determinarea glucidelor din produsele vegetale se face din materialul proaspat
recoltat, deoarece prin pastrare continutul lor scade , datoritd activititii unor enzime.

Pentru a putea fi determinate , glucidele trebuiesc extrase din tesuturile vegetale . in mod
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obisnuit extragerea se realizeaza prin mentinerea probei maruntite, un anumit timp in apa
fierbinte. Deoarece in extract se gisesc alituri de glucide si alte substante ca protide ,
acizi organici sau pigmenti , este necesard indepartarea acestora prin operatia numitd
defecare.

Defecarea se bazeaza pe proprietatea substantelor care insotesc glucidele de a da cu
sarurile metalelor grele ( plumb, mercur, fier, et.) precipitate greu solubile care pot fi apoi
indepirtate prin filtrare.

Cand se urméreste determinarea glucidelor reducétoare, dozarea se face direct din
solufia defecata.

Extractul defecat se trateazd cu un exces de solutie alcalind cupro- tartricd (
reactivul Bertrand I si II) , se incélzeste la fierbere , dupa care are loc titrarea cu solutie
de KMnO40.1n.

Din volumul solutiei de permanganat de potasiu utilizat la titrare se calculeaza
confinutul in glucide reducitoare respectiv in glucoza , stiind cia la 1 ml solutie de
permanganat 0.1 n corespund 6.36 mg Cu.

Modul de lucru

Intr-un balon cotat de 250 ml s-au introdus aproximativ 5 g bulbi proaspeti
maruntiti (cantariti cu precizie de 0.01g) peste care s-au addugat 150 ml apa distilata. S-a
agitat confinutul §i s-a neutralizat aciditatea cu ajutorul Na,CO; in prezenta hartiei
indicatoare de pH (pH=7). Balonul s-a incilzit pe o baie de apa , la temperatura de 80° C
timp de 30 minute. Dupd ricirea balonului pana la 25-30°C , s-au adaugat 6 ml solutie
Carrez Isi IT, s-a agitat i s-a lasat in repaus.

Pentru a controla daca precipitarea substantelor balast a fost cantitativa, s-au filtrat
1-2 ml din lichid intr-o eprubetd in care s-a mai adaugat o micd portiune de solutie
Carrez. in cazul in care nu s-a mai produs precipitat s-a considerat ci defecarea a fost
completa.

Continutul eprubetei s-a trecut cantitativ inapoi in balonul de 250 ml s-a adus la
semn cu apa distilatd dup3 care s-a filtrat continutul printr-un filtru uscat. Filtratul trebuie
sa fie limpede si incolor. Daci filtratul este colorat si tulbure , neutralizarea nu a fost

corect efectuati i operatiile de pregitire s-au reluat.
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Pentru determinarea glucidelor reducitoare , se utilizeaz direct aceasta solutie iar
pentru determinarea glucidelor totale , este necesar3 invertirea acestei solutii.

Determinarea glucidelor totale

intr-un balon cotat de 100 ml s-au introdus 50 ml din solutia filtrata utilizata la
determinarea glucidelor reducitoare si s-a tratat cu 5 ml de acid clorhidric concentrat.
Continutul balonului s-a incilzit pe o baie de apa timp de 5 minute la temperatura de 67-
70 ° C. Balonul s-a ricit apoi sub jet de apd, s-a neutralizat confinutul cu carbonat de
sodiu , s-a complectat pana la semn si s-a filtrat. In continuare s-a procedat ca si la
determinarea glucidelor reducétoare.

Determinarea glucidelor direct reducdtoare

intr-o fiola conicd Erlenmayer s-au introdus 20 ml din solutia filtrata , s-au adaugat
20 ml solutie Bertrand I si 20 ml solutie Bertrand II . S-a incalzit la fierbere exact 3
minute . S-a l3sat in repaus pentru depunerea precipitatului de oxid cupros ( Cu,0) si apoi
s-a filtrat pe un creuzet filtrant nr.4 . Precipitatul s-a spélat in portiuni cu apa distilata
fierbinte pana la reactia complet neutrd fati de hartia de pH.

Dupa indepartarea filtratului din vasul de trompa §i s-a remontat creuzetul filtrant
pe care se afla precipitatul de oxid rosu cupros. Peste precipitat s-au adaugat 20 ml de
sulfat feric.

Oxidul cupros trece in compusul cupric solubil avind o coloratie verde. Solutia din
vasul de trompa s-a titrat cu o solutie de permanganat de potasiu 0.1 n pana cand solutia
se coloreazi 1n roz persistent 30 de secunde.

Calculul:

La 1ml KMnO4 0.1n corespund 6.357 mg Cu.

Pentru a determina cantitatea de glucozid corespunzitoare cantititii de material
analizat , s-a aplicat formula :

m x V
% glucozi =
I0v x g
unde m;=mg glucozi corespunzitoare la ml de KMnQj utilizati la titrare
V = volumul total de extract , in ml

v = cota parte luati pentru dozare din extractul V
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g = masa probei in grame din care s-au obtinut V ml extract

Raportatd la substanta uscati , cantitatea de glucide reducétoare va fi :

m x V 100
% glucide reducitoare = —— x
I0v x g 100-U

unde U = umiditatea substantei analizate

Determinarea lipidelor totale prin metoda Soxhlet

Extractia lipidelor se realizeaza cu aparatul Soxhlet utilizind ca solvent de extractie
eterul de petrol. Prin extractie, alaturi de lipidele propriuzise se extrag si rasini , ceruri,
uleiuri eterice, pigmenti , din care cauzi produsul obfinut dupa indepirtarea solventului
poartad denumirea de lipida bruta.

Modul de lucru:

In cartusul de extractie s-au cAntirit la balanta analitic, 3 grame de produs vegetal
fin méruntit care a fost uscat in prealabil la 105 °C. Cartusul cu substanti s-a introdus in
extractorul aparatului. Balonul extractorului , cantérit in prealabil la balanta analitica, s-a
atagat extractorului §i s-a adaugat apoi eter de petrol in extractor, peste cartusul cu proba ,
péana ce lichidul a depasit curba tubului de sifonare , apoi s-a adaugat inca putin solvent in
plus. Eterul sifoneaza §i va trece din extractor in balon. S-a inceput incilzirea balonului
pe o baie de apa.

Timpul necesar extractiei a fost de 6 ore , necesar obtinerii a 24 de sifonari.

Dupa ultima sifonare, eterul a fost lasat in balon . S-a demontat refrigerentul si s-a
scos cartusul din extractor. Dup3 uscare, acesta a fost din nou cantirit la balanta analitica.

Eterul de petrol din balon a fost supus evaporarii , pe fundul balonului raméanand
grasimea extrasid . Balonul a fost introdus in etuvd pentru uscare timp de 1 ori la
temperatura de 100-105°C apoi balonul a fost introdus in exicator iar dupa ricire acesta
s-a cantarit din nou.

Calculul :

100 x (G2—-Gy)

Grisimea bruti =
G

G = cantitatea de material luat in lucru
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G,= greutatea balonului gol , dupa uscarea la greutate constanta

G, = greutatea balonului , dupa extractie §i uscare in etuva

Determinarea proteinelor brute prin metoda microKjeldhal

Prin proteine brute se infelege totalitatea de substante cu azot dintr-un produs
vegetal.

Azotul total se determind prin trecerea acestuia in sulfat de amoniu , dupd o
prealabild mineralizare a produsului vegetal in mediu de acid sulfuric i titrarea ulterioara
a amoniacului degajat din reactie, prin titrare( 260) .

Modul de lucru

S-a cantirit la balanta analiticd 1 g bulbi de Allium sativum proaspét curdtiti pe
care l-am introdus cantitativ intr-un balon Kjeldhal de dezagregare , de 250 ml. S-au
addugat 0.5 g CuSOq si 0.5 g K,SO;4. Balonul a fost incilzit treptat , timp de 30 minute
pand cand solutia s-a limpezit devenind transparentd. Dupa limpezire, s-a continuat
incdlzirea timp de 1 ora pentru desédvarsirea reactiilor. Dupa récire , solutia s-a diluat cu
50 ml apa distilata si s-a introdus in balonul de distilare. Peste produsul mineralizat s-au
adadugat cateva picaturi de fenolftaleina si un varf de spatuld de Zn. S-a adaugat treptat o
solutie de NaOH 40% pana la virajul fenolftaleinei in roz. Dupa adaosul tuturor
reactivilor s-a facut legitura cu un refrigerent a carui capit inferior , a fost imersat intr-o
fiold cu 25 ml de H,SO,4 0.05n de factor cunoscut. Continutul balonului a fost supus
distilarii timp de o ord , pani la distilarea completd a amoniacului. Continutul fiolei a fost
titrat cu o solufie de NaOH 0.05n , in prezenta fenolftaleinei, pana la virajul indicatorului
de la incolor la roz pal.

Calculul :

(V-V1)x0.014 x 6.25x 100

% proteina bruta =

G
Unde :
V = volumul solutiei de NaOH 0.1n utilizat pentru neutralizarea probei martor
V1= volumul de solutie de NaOH 0.1n utilizat la titrarea probei de determinat
G = cantitatea de substanti in g, luati in lucru

6.25 = factorul de transformare pentru calculul proteinei brute
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0.014 = cantitatea in g de azot ce corespundc la 1 ml H;8040.1n

Pentru cele doua tipuri de extracte ca si pentru rezidiul uscat s-au cfcctuat accleasi
determinari ca si pentru bulbul proaspat. Rezultatele compozitici in bioconstituenti a
celor doua tipuri de extracte sunt prezentate in tabelul 3.3.

Determinarea tiosulfinatilor prin metoda Nakata

Carson si Wong (48) au pus la punct in anul 1959 o metoda colorimetrica de
determinare a tiosulfinatilor cu N-etilmaleinimida; aceastd metoda a permis identificarea
cantitativd a acestora si de a-i distinge net fatd de compusii disulfurici similari. Totusi
metoda a prezentat dezavantajul instabilitatii in timp a culorii; n acest sens Nakata (210),
in 1970, a reusit sa inldture acest dezavantaj prin adaugarea in mediul de reactie a
acidului ascorbic, care stabilizeaza culoarea dand rezultate satisficatoare in determinarea
tiosulfinatilor, compusi de mare preponderentd in plantele de Allium sativum st Alium
cepa.

Acest procedeu a fost utilizat pentru determinarea tiosulfinatilor din extractele de
Allim sativum prezentate anterior.

in prealabil s-a realizat o curbi etalon pentru determinarea tiosulfinatilor. urmand
urmatorul mod de lucru:

Intr-un balon cotat de 100 ml s-a introdus o cantitate de 0.162g dialiltiosulfinat p.a,
cantarita la balanta analiticd si s-a adus la semn cu alcool izopropilic.

In noud eprubete s-au introdus urmaétoarele cantitdti de solutie de alicina 1 mM %

in alcool izopropilic:

Nr. crt. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

V ml 0.5 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50

Tiosulf. | 0.005 | 0.0075 | 0.010 | 0.0125 | 0.0150 { 0.0175 | 0.020 | 0.0225 | 0.025
mM

Tiosulf. | 0.81 1.215 1.62 | 2.025 | 243 2.83 324 | 3.645 | 4.05

mg

In fiecare din aceste eprubete s-au mai introdus: 1ml de N-metilmaleinimida 0.05m,
Iml KOH 0.25n, 1.5ml acid ascorbic 1% si alcool izopropilic pana la un volum final de 6
ml. Reactivii s-au adaugat in picaturi si sub agitarea permanentd a amestecului.

Amestecurile astfel obtinute s-au introdus intr-un vas contindnd apa cu gheatd. Reactia s-
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a considerat definitivatd dupa 10 minute, cand s-a obtinut un compus stabil de coloratie
rosie. Absorbantele amestecurilor s-au determinat la 515nm.

Curba etalon pentru determinarea tiosulfinatilor este prezentata in tabelul 3.2 si
graficul 3.1.

Curba etalon pentru determinarea tiosulfinatilor prin metoda cu N-

etilmaleimida
Tabel nr. 3.2
Nr.proba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tio 0.005| 0.0075 0.01 0.0125 0.015 0.0175 0.02 10.0225]0.025
sulfinati
mmeoli

Absorbantd | 0.19 | 0.275 0.365 0.45 0.548 0.675 0.77 |0.882 | 0.99
Pentru valorile determinate ale extinctiei functie de concentratiile diferite ale

etalonului , s-a obtinut un grad de corelatie r= 0.998621; ecuatia de regresie corespunde

unet drepte: y= 0.005234x+0.034255
Graficul 3.1

Curba etalon pentru determinarea tiosulfinatilor

8 1.2

1 . ,,,7._,/““,, .
0.8
rad
0.6 = ——DO
0.4 /
0.2 /
0

0 0.005 0.01 0.015 002 0025 0.03

conc. mmoli

Tiosulfinatii au fost determinati din extractele de Allium sativum prin procedeul de

extractie cu dietileter.
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Modul de lucru

Intr-o palnie de separare s-au introdus 15 ml extract peste care s-au adiugat 30 ml
dietileter; dupa o agitare energica timp de 5 minute §i separarea fazelor, faza apoasa a
fost reextrasd cu incid 30 ml dietileter. Extractul eteric a fost evaporat la temperatura
camerei pand la disparitia mirosului caracteristic al eterului. Rezidului obtinut i s-au
adidugat 2 ml alcool izopropilic iar dupa o agitare eficientd , solutia obtinuti a fost diluata
cu acelasi solvent de 100 de ori. Acest extract a fost apoi supus in continuare determinarii
tiosulfinatilor.

La 1ml extract s-a addugat 1 ml de N-etilmaleinimida 0.05m; peste acest amestec s-
au addugat , in picaturi si sub agitare, 1 ml de KOH 0.25 m, si 1.5 ml acid ascorbic 1% .
Amestecul a fost introdus intr-o capsuld continand agent de ricire (apa cu gheatd). Dupi
10 minute reactia s-a considerat definitivata, obtinandu-se o coloratie rogie . Concentratia
tiosulfinatilor s-a efectuat prin citirea absorbantei probei la 515 nm.

Rezultatele determindrilor sunt prezentate in tabelul 3.4.

Valorile parametrilor obtinuti sunt apropiate de valorile obtinute in literatura de
specialitate (17,50, 55 ) pentru Allium sativum provenind din alte regiuni ale globului.

3.2. Rezultate si discufii

In tabelul 3.1 este prezentati variatia conditiilor de reactie a ctorva din extractele
obtinute prin distilare uscata.

Cele mai bune rezultate obtinute , dupi testarea bactericida si bacteriostaticd au fost
obfinute cu extractele obtinute in mediu de gaz inert (N, sau CO,), la temperaturi intre
80-120 °C si 20-30 mmHg.

Testarea bactericidd §i bacteriostatici a fost efectuatd prin metoda dilutiilor
succesive §i este prezentati in subcapitolul 6.1.

Prin distilare uscati , la temperaturi sub 120°C, s-au obtinut produse de distilare
avand aspectul de lichide uleioase viscoase de culoare alb- gilbuie cu densitatea medie
de p 2”’=1.341 + 0.029, pe cand la temperaturi mai mari de 120 °C s-au obfinut distilate
inchise la culoare, cu vascozitate ridicati si inactive din punct de vedere biologic.

Datele obtinute in urma efectuirii determindrii principalilor bioconstituenti asupra

fiecarei sarje din cele doud tipuri de extracte obfinute experimental sunt prezentate in
tabelul 3.3.
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Valorile medii ale principalilor componenti chimici din extractele de Allium
sativum

64.31£3.32

1.15 4 0.2

27.6 1.2

02+0.03 |

Tabelul 3.3.

PR R

62£0.71

59+1.33

3.93+£0.5

7.210.5

3.0+£0.15

73.3£1.25

0.8 £0.02

20.3 £ 0.98

0.24 £0.04

6.36+ 0.27

Compozitia extractelor , in principalii componenti chimici se situeazi la valori

similare cu a celor mentionate in literatura de specialitate la celelalte specii de Allium

sativum (17 ). Astfel se constatd cd nu existd diferente semnificative in bioconstituentii

principali ai speciei in functie de conditiile pedoclimatice.

Din extractele obtinute prin metodele prezentate anterior au fost efectuate si

determindrile a citorva bioelemente cu ajutorul unui spectrofotometru cu absorbtie

atomica.

Rezultatele sunt prezentate , pentru ambele tipuri de extracte in tabelul 3.4 s1 3.5.

Valorile unor macroelemente determinate in extractele obtinute de Allium
sativum

420437 |

Tabelul 3.4

3
i

PR

| 54+0.9

25+3.0

350+12

50+3.5

30+0.8

20x1.5

108+12

6210.5

55t1.3

480123

55162

31+0.7

16+18

9213.2
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Valorile medii ale unor microelemente determinate in extractele obfinute de
Allium sativum

Tabelul 3.5

Iy

Din datele prezentate in tabelul 3.4 se constatd valori  apropiate ale

macroelementelor de valorile indicate de literatura de specialitate (56); in ceea ce priveste
cantitatea de seleniu , care , in medie , se situezi la valori de 10-15 pg % , sunt cu 15 %
mai ridicate fatd de valorile intdlnite in literaturd; restul valorilor microelementelor
determinate se situeazi la valori apropiate de a celor din literatura de specialitate .
Continutul in tiosulfinati a fost determinat dupa diferite intervale de timp de
depozitare la 4°C, respectiv 22 ° C.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.6 si graficele 3.2- 3.5

Continutul in tiosulfinatilor (mmol/ 100ml extract) din extractele de Allium
sativum, in functie de durata , temperatura de péstrare si conditionare a acestora
Tabelul 3.6
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Graficul 3.2

Variatia tiosulfinatilor prezenti in diferite tipuri de extracte, la 22 grade C

conce.

tip extract

I- extract distilare uscatd; 2- extract apos 2( bulbi):1(tampon); 3- extract apos stabilizat

Graficul 3.3

Variatia concentratiei tiosulfinatilor la depozitarea extractelor
la temperatura de 22 grade C

conc.
[\
W

30° 3ore Tzile 30zile
timp

1-extract distilare uscatd; 2- extract apos 2( bulbi):1(tampon); 3- extract apos stabilizat
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Din datele prezentate anterior se observa un continut in tiosulfinati mai crescut cu
7.6% 1n extractul apos prelucrat la temperatura de 4°C , fatd de extractul obtinut prin
distilare uscata, si cu 26.21% mai mare fata de extractul apos mentinut la temperatura de
22 ° C. Acest continut in tiosulfinati creste dupa 3 ore cu 8.6 % la extractul apos obtinut
la 4°C , respectiv cu 44.5 % fata de extractul mentinut la temperatura de 22 °C.

Dupa 7 zile , in urma repetérii determindrii cantitatii in tiosulfinati , se observa o
scadere cu 8.9 % a concentratiei acestora, la extractele apoase mentinute la 4° C, pe cand
la cele mentinute la 22°C, se observa o scddere cu 41.29 %.

Dupa 30 de zile , reducerea cantitatii de tiosulfinati este si mai drastica, ajungand
aproape de 1/3 din continut atét la extractele mentinute la 22°C cét si la cele mentinute la
4°C. O cantitate de tiosulfinati , redusd cu numai 13.75 % se observa la extractul apos
conditionat in 10% glicerina.

Graficul 3.4
Variatia concentratiei tiosulfinatilor in functie de
tipul de extract , la temperatura de 4 grade C
Q
= _
o
[&)
i
3 3

tip extract

. — "
30 3 ore . T
7 zile 30 zile

timp

1- extract distilare uscati; 2- extract apos 2( bulbi): I(tampon); 3- extract apos stabilizat
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Graficul 3.5.
Variatia concentratiei tiosulfinatilor la depozitarea
extractelor la temperatura de 4 grade C

30° 3 ore 7 zile 30 zile
timp

1-extract distilare uscatd; 2- extract apos 2( bulbi): I(tampon); 3- extract apos stabilizat

3.3. Concluzii

Principalii bioconstituenti ai Allium sativum autohton se situeazd la valorn
comparabile cu a altor specii de Allium sativum; deci acestia nu sunt influentati
esential de conditile pedoclimatice

Se observi valori medii mai mari ale mineralelor in extractul apos fatd de cele
determinate in extractul obtinut prin distilare uscatd dar care se situeaza , la
ambele tipuri de extracte , la valori apropiate de cele redate in literatura de
specialitate ; astfel se Inregistreaza valori ale Ca si Mg ce se situeaza la limita
inferioard a datelor din literaturd, pentru extractul apos, pe cand sulful
inregistreaza valori cu 10% , respectiv fosforul cu 8%, mai ridicate fatd de
valorile intalnite in literaturd; dintre microelemente se remarca seleniul , care se
situeaza la valori cu 15 % mai ridicate fatd de valorile intalnite in literatura,
restul valorilor microelementelor determinate se situeaza la valori apropiate de
a celor din literatura de specialitate (56 ).

Cantitatea de tiosulfinati se reduce considerabil la extractul obtinut prin

distilare uscatd, In urma mentinerii extractului la temperatura camerei si la
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aproximativ 1/3 din valoarea initiald , dupa 30 de zile de stocare la temperatura

de 4°C.

Tiosulfinatii suferd o depreciere aproape insesizabild la extractul apos
conditionat cu glicerind §i mentinut la temperatura de 4°C.

Se observi 1n acest fel o influentd semnificativa , atdit a modului de obtinere a
extractului cat si a condifiondrii acestuia; rezultate superioare in mentinerea
principiilor activi ai extractului se pot realiza prin stocarea extractului apos la
temperaturi de 4°C, cu 10% adaos de glicerin ca stabilizator.
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CAPITOLUL 4

SINTEZA UNOR S-ALCHIL-L-CISTEINE SI A SULFOXIZILOR LOR
CORESPUNZATORI

4.1. CONSIDERATII TEORETICE

In urma investigatilor efectuate asupra compozitiei extractelor de Allium sativum,
in ultimii ani s-a incercat sd se stabileasca care sunt compusii primari responsabili atit de
aroma caracteristica a acestuia dar mai ales de activitatea fiziologica a acestuia.

Majoritatea cercetitorilor au stabilit formarea in principal a tiosulfinatilor numai in
momentul distrugerii tesuturilor de Allium sativum precum si a altor compusi care se
formeaza in cursul catabolizirii celor dintai.

Stoll si Seebeck ( 288) au evidentiat in 1948, un precursor al alicinei, pe care l-au
denumit alliina. Prin intermediul enzimei alinaza, alliina se transformi rapid, in urma
lezarii materialului vegetal, in alicind, proces in urma ciruia se formeaza amoniac §i un
cetoacid.

Din cei 4 izomeri optici posibili , alliina s-a dovedit a fi identicd cu izomerul (+ )
S-alil-L-cistein sulfonatului. Ea insisi este o substanta fira miros, hidrosolubila si destul
de stabila.

Pe langa (+)-S-alil-L-cisteina gi a derivatilor ei se mai formeazi si al{i compusi
generatori ai alchilcisteinsulfoxizilor, cum ar fi y-glutamil-S-alchil-cisteinele, precum si

o clasd de compusi ciclici derivati ai alchil-L-cisteinelor, denumiti ajone.
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gluta?ﬂtrans peptidaza

T v W 13w |r —‘NH_'Cl"_(‘~H‘_S—*?&—> NH_—(‘_H—(‘_H.—_QQ

COOH |(|) COOH COOH

gama-glutamil-S-alchil-L-cisteina H202 \}l
alinamA)
R—=S—S—R = NH,—CH—CH; SR
COOH O

Atat biosinteza acestor compusi cét si ultimele date din literatura de specialitate au
fost prezentate in prima parte a tezei.

S-a constat c3 alinaza nu prezinta specificitate strict pentru alliina ci actiunii ei sunt
supusi tofi derivatii cisteinei cu formula generala :

R—i—CHz——CH—COOH

O NH,

Unde R = trans-1-propenil- , trans-2-propenil-, -metil, -etil, -propil, etc. iar
gruparea -NH; nu poate fi substituitd. Atomul de sulf trebuie sd apara ca sulfoxid, iar
dintre cei doi atomi de hidrogen ai grupirii metilenice din B, doar unul din ei poate fi
substituit ( 139).

Singura specificitate a acfiunii enzimei consta in scindarea rapida doar a derivatilor
cu configuratia optici identica cu cea a alliinei naturale ( izomerul (+)-S-alil-L-cisteinei).
Scindarea (-)S-alil-L-cisteinei decurge incet, iar izomerii derivati de la D-cisteind nu sunt

afectati de actiunea acestei enzime.
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4.2. Sinteza S-alchil-L-cisteinelor

4.2.1. Material §i metoda

Sinteza S-alchil-L-cisteinelor se bazeazi pe reactia generala:

NaOH

69

R—X + HS—CH,—CH—NH, —»  » R—S—CH;—CH—NH,

halogenurd de
alchil

COOH

cisteind

COOH

S- akchil-L-cistema

S-alchil-L-cisteinele sintetizate precum si materile prime utilizate sunt prezentate in

tabelul 4.1

Tabelul 4.1
N

S L(+)Cisteina
S-etil-L-cisteina C,H;s-Br L(+)Cisteina
S-propil-L-cisteind C;H;-Br Merck | L(+)Cisteind Fluka
S-butil-L-cisteina C4Ho-Br L(+)Cisteina
S-heptil-L-cisteini C;H;s-Br L(+)Cisteina
S-alil-L-cisteind C;Hs-Cl Fluka L(+)Cisteind

S-a lucrat dupd o metodd generald (137) utilizind rapoartele molare cisteina:

halogenurd de alchil intre 1: 1.1-1.3, in diferiti solventi: alcool metilic, alcool etilic,

acetond, la temperaturi cuprinse intre 18-40°C, la un interval de pH= 5-7.

in final s-a pus la punct o metoda de sintezd aplicati pentru toti derivatii S-alchil

(alchenil)-L-cisteinei obtinuti.

intr-un balon cu 3 gituri , de 250 ml, previzut cu agitator, termometru si palnie de

picurare, s-au introdus 3.0g (0.025 moli) L-cisteind si 120 ml alcool etilic. Dupa

emulsionarea intregii cantitdti de L-cisteina , s-au addugat 43.75ml (0.0875 moli) NaOH

2n.
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In emulsia aflatd sub agitare s-a introdus, piciturd cu picaturs, 1.71 ml (0.0275
moli) iodurd de metil. Dupa adiugarea halogenurii s-a observat o crestere a temperaturii
la 30°C. Temperatura s-a reglat la 35°C dup3 care solutia alcoolicd s-a acidulat, in
picéturi, cu acid acetic glacial pand la o valoare constanta a pH-ului de 5.5. Perfectarea
reactiei a avut loc sub agitare, temperatura mentinandu-se la 35 °C timp de 3 ore.

Dupa terminarea reactiei, amestecul obtinut s-a rdcit la 4°C si s-a mentinut la
aceastd temperaturd timp de 12 ore. S-au obfinut precipitate alb- gilbui care s-au filtrat
ulterior pe o pilnie Buchner.

Precipitatul astfel obtinut , s-a uscat la 50 °C in etuva, rezultand alchilcisteina bruta.

Randamentele de reactie au fost cuprinse intre 27 —60.5 % produs brut.

O purificare a produsului brut s-a realizat ulterior prin redizolvarea precipitatului

uscat intr-o cantitate minima de acid acetic 1 %. Pentru precipitare, la aceste solutii s-a

A

adaugat alcool etilic fierbinte in raport de 1 : 15( sol.inifiald: alcool). Dupa ricire,

suspensia a fost mentinuta timp de 12 ore la 4°C.

Dupa filtrare , precipitatul a fost uscat in etuva la 50 °C, obtindndu-se precipitate
albe cristaline.

Produsilor de reactie li s-a determinat : punctul de topire, rotatia specificd, analiza
elemental3, spectrul IR ( in pastile de KBr) si spectrul RMN.

Determinarea rotatiei specifice

Intr-un balon cotat de 25 ml s-au introdus in jur de 0.5 g S-alchil-L-cisteina,
cantdritd cu precizie la balanta analitici; s-a adus la semn cu alcool metilic.

Solutiei astfel obtinute i s-a determinat puterea rotatorie.

Rotatia specifica s-a calculat cu ajutorul formulei :

P - 100 x [a  sol

Ixc

Unde | = lungimea probei (dm); ¢ = concentratia substantei ( g/ml)
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4.2.2 . Rezultate si discutii

S-au realizat sintezele a 6 derivati ai S-alchil-L-cisteinei conform reactiei generale
prezentate anterior. In urma efectuiirii acestor sinteze in diferite conditii de reactie, cele
mai bune randamente s-au obfinut in conditiile prezentate in tabelul 4.2.

S-a observat necesitatea mentinerii unei temperaturi sub 35 °C , utilizarii drept
mediu de reactie a alcoolilor precum §i realizarea unui pH acid prin addugarea unui mic
exces de acid acetic glacial. De asemenea , in ceea ce priveste raportul dintre reactanti
L(+)-cisteind : halogenurd de alchil este necesar si se mentini un mic exces de

halogenuri , pentru asigurarea perfectirii reactiei.

Sinteza unor S-alchil-L-cisteine

Tabelul 4.2
g

Lcé
t=35°C
CH;-J 0.0275 | 39| 1.71
T =3 ore
NaOH 2n | 0.0875 - 43.75 pH =5.5
L-cisteind | 0.025 | 3.0 - EtOH ' 53.8
t=30°C
C,Hs-Br | 0.0275 | 2.1 | 2.29
(98%) T =5 ore
NaOH 2n | 0.0875 - | 43.75 pH =6.5
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L-iea 0.5 N 30 - e H Bl ke LI e a1 T 49.5

| t=35°C
C;H,-Br [0.0275 [3.4 |25
(98%) T =3 ore
NaOH2n |0.0875 |- |43.75 pH =6.5
PO | cisteina | 0.025 | 3.0 |- EtOH 55.4
o t=35°C
| C4Ho-Br | 0.0275 | 3.8 |2.94
T =3 ore
NaOH2n |0.0875 |- |43.75 pH =5.5
I L-cisteina [ 0.025 [3.0 |- EtOH 46.2
. t=35°C
{ C;H;s-Br | 0.0275 | 4.9 [4.32
T =6 ore
NaOH2n |0.0875 |- [43.75 pH =5.5
l L-cisteina | 0.025 (3.0 |- EtOH 55.3
| t=30°C
B CH=CH- |0.0275 |[2.2 |2.3
| cn,c T =3 ore
1 (98%)
I NaOH2n |0.0875 |- |43.75 pH =5.5

Randamentele de reactie obtinute se situeazi intre 43 —55.4 %.

Randamentele de purificare obtinute au fost cuprinse in intervalul 89 - 92.4 %.

Fiecare dintre produsii obfinuti a fost caracterizat in ceea ce priveste proprietitile
lui fizice.

in tabelul 4.2.1 sunt prezentai punctul de topire §i valoarea unghiului de rotatie al

produselor obfinute.

BUPT



Proprietitile fizice ale S-alchil-L-cisteinelor

ulere |

Tabelul 4.2.1

alba
pulbere 240-242 235-238 23.8 22
| alb-gilbuie
e L pulbere 242-243 228-230 25.8 24.7
| aiba I
pulbere /\2’2{0-242 240242 | 19 173
albi e -
pulbere 242-243 232-235 18.5 18.3
alba
pulbere 218-219 206-209 15.2 15.8

B alb-galbuie

Pentru verificarea puritifii produsilor de reactie li s-a efectuat analiza elementali
(tabelul 4.2.2) si li s-au trasat spectrele IR , in pastild de KBr ( tabelul 4.2.3., figurile
4.2.1- 4.2.3) si spectrele RMN (figurile 4.2.4 — 4.2.6).

Rezultatele analizei elementale pentru S-alchil-L -cisteinelor

Tabelul 4.2.2
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ATRIBUIRILE SPECTRELOR IR (KBr) pentru cateva S-ALCHIL -L-CISTEINE

Tabelul 4.3.2.
Nr. Gruparea | Banda S-metil- S-etil- S-propil- | S-alil-
Crt. teoretici cm™ | L-cis L-cis L-cis L-cis
obtinut practic cm™
1. COO v C=0 asim:
1550-1610 1 1580 1590 1570 1590
v C=0 sim:
1320-1420m-i | 1410 1420 1405 1435
2. NH;' v:2800-3200 1 | 2920 2990 2950 2970
5:2400-28101 | 2720 2550 2610
Banda 1|y asimNH;":
Aa 1610-1660 i
Bandall v simNH;*:
Aa 1485-1550i | 1510 1505 1525 1510
3. RCH=CH; | v:3025-3092 |- - - 1440
o: 1430-1445 Suprapus
nerelevant
4. C-S v: 670-705 676 680 690 690
5. -CH,-S V as:
2922-2948 | Suprapus | Suprapus | Suprapus | Suprapus
v sim: cu NH; cu NH; cu NH; cu NH;
2846-2878
12207.12701 1260 1270 1270 1240
6. CH;-S-R S sim: 1310 - - -
1290-1330s-m
7. Alif-CH; v as: - 2800 2900 -
2952-2972 posibil suprapus
v sim: suprapus
2862-2882

Aa= aminoacizi

In ceea ce priveste analiza prin spectroscopie RMN , substantele au fost solubilizate

numai in api deuterati si li s-au efectuat spectrele 'H-RMN.
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In structura S-alil-L-cisteinei sunt pusi in evidenti protonii etilenici ( zona 5-
5.5ppm). Protonii mobili aminici i carboxilici sunt mascati de semnalul apei.
S-au utilizat 20-30 mg/proba, iar masuritorile s-au executat la o durata de puls pw=10-11
milisecunde la 64-128 tranzienti respectiv la 64-128 de acumulari, in tuburi standard.
Nu s-a utilizat drept standard tetrametilsilanul (TMS), valoarea deplasarilor chimice fiind
masurata fatd de picul solventului.

Analiza spectrului "H-RMN a S-metil-L-cisteinei a pus in evidentd urmatoarele

atribuiri: Semnalul de la 6 = 2.06 ppm singlet corespunde -CH3; intre 3.06 si 2.87 ppm se
gaseste —CH, (B) iar intre 3.92 si 3.83 ppm se regaseste protonul de la -CH(a); la 4.7955

ppm apare semnalul apei deuterate utilizatd ca solvent .
d x B a
Analiza spectrului "H-RMN a S-etil-L-cistein (CH3CHZSCH2CH(NH2)COOH ) a
pus in evidenta prezenta protonilor gruparilor CH, (B) si -CH(a) prin deplasérile chimice
la 6=3.06 si 2.90ppm,; gruparea C,Hs- a fost acoperitd de semnalul solventului (figura
4.2.4).
In ceea ce priveste analiza spectrului "H-RMN a( CH,CH,CH,SCH,CHMNH,)COOH )S-
propil-L-cisteinei , s-au evidentiat urmitoarele: € & g B «
Protonii gruparii CHj (€) au suferit o deplasare chimici la 8 =0.86ppm avand o constanta
de cuplaj J = 7.3 Hz iar cei de la gruparea CH, () au prezentat o deplasare chimica la d =
1.52 si o constantd de cuplaj J = 6.8 Hz ceea ce se observi din figura S. Protonii grupirii
CH; () au prezentat o deplasare chimicad la 8 =2.5 ppm , cei ai grupirii CH, (B) la
01=3.03ppm respectiv 8,= 2.91ppm si constantele de cuplaj J vic= 7.0 Hz si J gem=14.8
Hz respectiv CH(a) a inregistrat o deplasare chimici la 8=3.83 ppm si o constanti de
cuplaj Jvic=3.1Hz( figura 4.2.5).
in ceea ce priveste atribuirile din spectrul S-alil-L-cisteinei, acestea sunt redate in figura
4.2.6. Ho Ha
Pentru /C=C—CHZSCH20H(NH2)COOH
Hoedy B a
s-au determinat urmitoarele atribuiri: Protonul corespunzind grupirii CH(a) prezintd o

deplasare chimici la 6= 3.83, cei corespunzitori gruparii CH, () prezinti o deplasare
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chimica la §,=2.88 ppm (d-d) si constantele de cuplaj J vic= 7.4 Hz si J gem=14.9 Hz ,
respectiv 8,= 2.99 ppm (d) si constanta de cuplaj J gem=14.9 Hz. in ceea ce priveste
protonii grupdrii CH, () se observd prezenta unei deplaséri chimice la 6= 3.14ppm (d) si
o constanti de cuplaj J vic= 7.0 Hz.

Protonii corespunzind gruparii CH; (€) Hb §i Hc se regisesc la = 5.14 ppm (suprapusi)
iar Ha se regéseste la 8= 5.76, cu constantele de cuplaj J cis( a cu b)= 8.0Hz, J trans (a cu

c)= 16.0Hz si Jvic =8.0Hz deci Ha este d-d-d.
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4.3. Sinteza alchil-cistein sulfoxizilor
4.3.1. Material si metoda
Sinteza alchil cistein sulfoxizilor se bazeaza pe reactia de oxidare a S-alchil-L-

cisteinelor , cu apa oxigenatd , conform reactiei generale:

H,O,
R—S—CH,—CH—NH, R—T—CHZ—CH—NHZ
COOCH o) COOH
S -alchil-Leisteind S-akhil- L-cisteinsutfoxid

Ca materie prima s-au utilizat S-alchil-L-cisteinele obtinute de noi in laborator,
dupi metodele prezentate in subcapitolul anterior.

Sintezele alchilcisteinsulfoxizilor s-au realizat dupa urmatoarea metoda generala:

Intr-un balon cu doua gaturi , de 100 ml, previzut cu agitator si palnie de picurare
s-au introdus 0.78g (0.0058 moli) S-metil-L-cisteind, 30ml apa distilatd si 2.5ml acid
acetic glacial.

Continutul balonului a fost supus agitirii pana la completa dizolvare a S-metil-L-
cisteinei. S-au adaugat apoi, sub agitare si in picaturi, 1.2 ml (0.0116moli) apa oxigenata
( 30 %). Pentru perfectarea reactiei de oxidare amestecul de reactie s-a mentinut sub
agitare timp de 12 ore. Pe masura avansirii reactiei aspectul masei de reactie a devenit
tot mai vascos. Acesta s-a mentinut in repaus timp de 12 ore la intuneric.

Masa de reactie obfinutd s-a dizolvat, la cald , intr-un amestec de acetona: apa: acid
acetic glacial ( 65: 34: 1) in volume. Dupa ricire la temperatura camerei, solutia s-a
pastrat la 4°C timp de 10 ore. Precipitatul alb obfinut , s-a filtrat pe o palnie Buchner si s-
a spalat pe filtru, in portiuni, cu acelasi amestec de solventi.

Uscarea produsului s-a efectuat la 50 °C, in etuva.

Purificarea produsului s-a realizat prin recristalizarea acestuia intr-un amestec de
acetona: apa: acid acetic glacial in proportie de 70:28:1 in volume. S-au obtinut produsi
de culoare alba , cu puncte de topire ce s-au situat la valori cu aproximativ 80° C mai

scazute fata de a S- alchil-L-cisteinelor din care au fost obtinuti.
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In tabelul 4.3 sunt prezentate conditiile de reactie si randamentele de obtinere a S-
alchil-L-cisteinsulfoxizilor.

Produsilor de reactie li s-au determinat punctele de topire , unghiul de rotatie
specificd, analiza elementald (tabelul 4.3.1-4.3.2.), spectrul IR ( in pastila de KBr)
(tabelul 4.3.3. si figurile 4.3.1-4.3.3) si spectrul RMN( figurile 4.3.4 - 4.3.6).

Sinteza S-alchil-L-cistein-sulfoxizilor Tabelul 4.3

CH,COOH
00116 132 |12 | PO
G T =12
ore
| pH =
™ 0013 |2 |- 55.7
| t=25°C
0026 [2.93 [2:66 | oy coon
T =12
H,O
ore
pH =
8 0.0061 |1 - 49.5
t=25°C
B 0012 [ 135 [1.23 | CH:COOH
: H,0 T = 12
ore
pH =45
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CH;COOH

H,0 T =12
ore
pH =4.5
0.0046 |1 - 414
t=25°C
0.0092 | 0.93 | 0.85 | CH;COOH
H,0 T = 12
ore
pH =4.5
SO 00093 |15 |- 5526
S t=25°C
B 0018 |2.02 | 183 | oy coom
‘ T =12
H,O
ore
pH =4

Proprietitile fizice ale S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor sintetizati

Tabelul 4.3.1

ISR

pulbere 166-167 164-166 5.1 5.6
albi, luciu

metalic
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pulbere albd | 161-164 | 158-161 | 112 | 106

l pulbere alba | 158-160 163-166 12.1 11.8

f pulberealba | - 152-156 ; 14.1

| alb-gilbuie | 148-149 | 150-153 8.9 8.5

Rezultatele analizei elementale in cazul S-alchil-L-cistein sulfoxizilor

Tabelul 4.3.2.
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ATRIBUIRILE SPECTRELOR IR (KBr) pentru S-ALCHIL-L-CISTEIN

SULFOXIZI
Tabelul 4.3.3.
Nr. Gruparea | Banda S-metil- S-etil-L- | S-propil- | S-alil-L-
Crt. teoretici cm™ | L-cisSO | cisSO L-cisSO | cisSO
obtinut practic cm™
1. COO v C=0 asim:
1550-1610 1 1590 1580 1570 1590
v C=0 sim:
1320-1420m-i | 1410 1420 1400 1425
2. | NH;' v:2800-32001 | 2910 2980 2850 2990
5:2400-28101 | 2620 2650 2510
Banda 112800 asim.
Aa NH;":
Bandall 1610-1660
Aa i 1500 1495 1525 1530
vshnbﬂifﬁ
1485-1550 1
3. | RCH=CH; | v:3025-3092 |- - - 1440
O: 1430-1445 Suprapus
nerelevant
4. C-S v: 670-705 680 690 690 690
S. |-CH:-S v as:
2922-2948 | Suprapus | Suprapus | Suprapus | Suprapus
v sim: cu NH; cu NH; cu NH; cu NH;
2846-2878
1220Y_1270i 1250 1260 1270 1250
6. | CHs-S-R | §sim: 1320 - - ;
1290-1330s-m
7. | Alif-CH; v as: - 2870 2850 -
2952-2972 posibil suprapus
v sim: suprapus
2862-2882
8. S-0 5:700-900 | 840 860 860 850
9. S=0 d: 1040-1200 | 1270 1190 1140 1130

Unde Aa= aminoacizi

In ceea ce priveste analiza prin spectroscopie RMN , substantele au fost

solubilizate in apd deuterati si li s-au efectuat spectrele 'H-RMN. Din spectrele
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prezentate mai jos este relevatd clar diastereotopicitatea metilenului vicinal (CH, de
langa CH chiral ).

In urma oxidarii alchilcisteinelor , sulful devine centru chiral, astfel ca ar fi
posibila existenta a doi diastereoizomeri conformationali dintre care numai unul ar putea
fi decelat prin RMN datorita faptului ci este de asteptat o interactie a oxigenului cu grupa
aminica.

Se constantd o evidentd deplasare a radicalilor alchil ceea ce denotd influenta
sulfului oxidat.

Protonii mobili aminici §i carboxilici sunt mascati de semnalul apei.

S-au utilizat 20-30 mg/proba, iar mésuratorile s-au executat la o durati de puls
pw=10-11 milisecunde la 64-128 tranzienti respectiv la 64-128 de acumuliri, in tuburi

standard.

Nu s-a utilizat drept standard tetrametilsilanul (TMS), valoarea deplasarilor chimice

fiind masurata fata de picul solventului.

Analiza spectrului '"H-RMN a S-metil-L-cistein sulfoxidului a pus in evidentd
urmatoarele atribuiri: deplasarea chimica de la 6= 1.15 ppm corespunde -CHj triplet cu o
constantd de cuplaj J= 7.4 Hz, 6= 2.52 ppm ce corespunde protonului de la ~CH(a)
cuartet si avand o constanti de cuplaj J=7.1 Hz iar protonii de la -CH; () apar ca d-d cu
constantele de cuplaj J=4.4 Hz (cuplarea cu —CH) respectiv J= 7.5Hz ( cuplarea cu grupa
metil) si J gem=14.8 Hz; deplasdrile chimice corespunzitoare sunt §;= 3.04ppm si 5,=
2.93ppm. o x B «

Analiza spectrului "H-RMN a ( CH3CH25(O)CH2CH(NH2)COOH) S-etil-L-cistein
sulfoxidului a evidentiat urmatoarele:

Deplasirile chimice de la 6= 1.26 ppm corespund gruparii CH; (8) , precum si
constanta de cuplaj J =7.3 Hz; in ceea ce priveste gruparea -CH, () , aceasta suferd
influentele noului centru chiral apérut prin oxidarea sulfului §i anume s-au evidentiat
deplasirile chimice & = 3.01-2.85ppm , pe cand 6= 3.16-3.09 ppm corespund deplasarilor
chimice ale protonului de la -CH(c) HP apare la 3.34 ppm ca multiplet in regiunea 3.40-
3.29 (figura 4.3.4).
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e O x B «
Analiza spectrului '"H-RMN a(CH;CH,CH,S(O)CH,CH(NH,)COOH) S-propil-L-cistein
sulfoxidului a evidentiat urmitoarele : Se observad deplasarea chimica la 8=0.99 ppm
(triplet) corespunzitoare protonilor grupirii -CHj (g) , avdnd o constantd de cuplaj J
vic=7.4 Hz, o deplasare chimica 6=1.72 ppm (multiplet) si o constantd de cuplaj J vic=
7.4 Hz corespunzétoare protonilor grupdrii -CH; (8) precum i o deplasare chimica la
&= 2.90 ( cuartet) si o constantd de cuplaj J vic= 7.8 Hz corespunzéand protonilor gruparii
CH; (y) . Deasemenea protonilor grupérii CH; (B) le corespunde o deplasare chimica la
5;=3.14 ppm si constantele de cuplaj J vic= 7.8 Hz si ] gem=14.0 Hz (datorita efectului
+1I al propilului), respectiv 6;= 3.36 ppm i constantele de cuplaj J vic= 6.0 Hz si J
gem=14.0 Hz. Protonului gruparii CH(a) ii corespunde o deplasare chimica 6 = 4.16 , o
constantd de cuplaj J vic= 7.2 Hz i una J vic =14.0 Hz, datoratid influentei CH; (B).
Aceste atribuiri sunt redate in figura 4.3.5.
In figura 4.3.6. este redat spectrul "H-RMN al S-alil-L-cistein sulfoxidului. Din acesta s-
au determinat urmatoarele atribuiri:
Ho Ha
C=C—CH,S(O)CH,CH(NH,)COOH
Hce & % B a
Pentru protonii corespunzatori gruparii CH, (B) s-a determinat o deplasare chimica la
8:=3.16 ppm si constantele de cuplaj J vic= 7.5 Hz si ] gem=13.4 Hz , respectiv 8,= 3.37
ppm si constantele de cuplaj J vic=6.1 Hz si J gem=14.0 Hz ; pentru protonii
corespunzitori gruparii CH; () s-a determinat o deplasare chimicé la §,=3.58 ppm si
constantele de cuplaj J vic= 8.3 Hz si J gem=12.8 Hz , respectiv 6,= 3.79 ppm si
constantele de cuplaj J vic=6.7 Hz si J gem=13.2 Hz iar pentru protonul corespunzator
gruparii —~CH(a) s-a determinat o deplasare chimica de 4.15 ppm §i respectiv o constanta
de cuplaj J vic= 6.2 Hz.
in ceea ce priveste protonii corespunzind grupirii CH, (g) respectiv -CH(8) : Ha se
regiseste la 5= 5.42, cu constantele de cuplaj J trans (a cu ¢)= 17.6Hz , Hb are o deplasare
chimic3 la 6=5.49 ppm si o constantd de cuplaj J cis (a cu b)= 10.6 Hz, iar Hc se
regaseste la 6= 5.84 ppm (m).
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S-a constatat ca cu cat gruparea CH; se giseste mai aproape de centrul chiral cu atat

separdrile sunt mai bune, crescand diferenta intre constantele de cuplaj (creste valoarea

constantei de cuplaj geminal).

Concluzii:

e Sinteza S-alchil-L-cisteinelor decurge respectind urmdtoarele conditii de reactie:

in mediu de reactie alcoolic si o prealabila alcalinizare a mediului cu NaOH 2n;
pH slab acid ( pH=5.5) realizat cu ajutorul uner solutii de CH3;COOH glacial
temperatura care este un factor decisiv in obtinerea produsilor S-alchil-L(+)-
cisteinelor, este necesar sa fie mentinutd la valori sub 50 °C

necesitatea mentinerii unui exces de halogenura de alchil fata de cisteina
randamentele se situeaza la valori cuprinse intre 43 - 56%
S-alchil-L(+)-cisteinele se prezintd , in marea lor majoritate, ca si pulberi albe
sau alb-gélbui , cu p.t. cuprinse intre 206-242 °C

recristalizérile se efecteazd cu randamente bune ce se situeaza in jurul valorilor
de 82 — 89%.

s-au obtinut substante dextrogire cu unghiuri de rotatie specifice aproape
similare cu acelor identificate in compusii naturali; deviatia unghiurilor fata de
valoarea regdsita in literatura de specialitate indicd prezenta si a unei cantitati
mici de racemic
in urma analizei elementale a S-alchil-cisteinelor au rezultat valori apropiate de
valorile calculate

spectrele IR relevi existenta benzilor caracteristice gruparilor COO™ , NH;'(
corespunzdtoare benzii I si benzii II a aminoacizilor) precum si benzile ce indica
prezenta grupelor alchil
prezenta grupelor alchil este confirmata si prin analizele 'H-RMN

Sinteza S-alchil-L(+)-cisteinsulfoxizilor se realizeazd respectdnd urmitoarele
conditii de reactie :
mediul de reactie este apos acidulat, cu pH = 4.5-5.5 realizat cu acid acetic
mentinerea unui mic exces de agent oxidant fata de alchilcisteina
temperatura de reactie se situeaza la valoarea maxima de 25 °C

randamentele se situeaza la valori cuprinse intre 41 — 56 %
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produsii de reactie au aspect de pulberi albe métisoase

- p.t. se situeazi la valori mai scizute decat a precursorilor lor ( 150-168 °C)

- randamentele recristalizarilor se situeazi la 85-89%

- analiza elementald a S-alchil-cisteinelor indicd valori apropiate de valorile
calculate

- spectrele IR relevi existenta benzilor caracteristice grupirilor COO™ , NH;3"(
corespunzitoare benzii I §i benzii Il a aminoacizilor) , benzile ce indica prezenta
grupelor alchil precum si cele caracteristice sulfoxizilor

- oxidarea sulfului este confirmati si prin analiza 'H-RMN determinindu-se
constante de cuplaj mai mari fatd de cele ale s-alchil-L-cisteinelor
corespunzitoare, datoritd aparifiei noului centru chiral

Activitatea fiziologicd a catorva din acesti compusi a fost testatd, si este prezentata

in capitolul 6.
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CAPITOLUL 5

SEPARAREA SI CARACTERIZAREA ALLINAZEIL, ENZIMA CHEIE
DIN ALLIUM SATIVUM

Enzimele fiind biocatalizatori de naturd proteicd se supun acelorasi legi ca si
proteinele. Conformatia lor activd , specificd unei anumite activitdfi catalitice este
rezultatul a numeroase interactii. Astfel , daci in mediul inconjuritor apar modificari
ale unor parametrii caracteristici activititii enzimatice , poate fi posibild o modificare
a conformatiei enzimei care s3 conducd la denaturarea acesteia.

Existd o serie de parametri , care modificati conduc la inactivarea enzimei
respective. Este necesar sa se cunoasca exact care sunt parametrii optimi de activitate
maxima a enzimei . Prin modificarea temperaturii, a pH-ului, a tariei ionice a
mediului in care-si desfigoard enzima reactia, precum si prin introducerea in mediul
de reactie a anumitor substante, cum ar fi agentii tensioactivi, enzimele pot fi
inactivate total sau partial( 86).

Cercetirile ce s-au efectuat pand in prezent au relevat existenta , in specia
Allium a unei enzime ce face parte din clasa C-S liazelor . Aceasta este prezentd in
plante si devine activd numai in momentul distrugerii tesuturilor plantei (50).

Principalul substrat asupra ciruia actioneazi enzima este sulfoxidul S alchil L-
cisteinei. Sub actiunea enzimei se formeazi acid piruvic §i amoniac, dar principalul
produs de reactie este alicina, substanti cu binecunoscute proprietiti bactericide.

Datele din literaturi privind enzima alinazi au fost prezentate in capitolul 2.

In literatura de specialitate s-a relevat ci enzima allinazi are o masi cuprinsi
intre 65.000 D si 130.000D . Variatia aceasta se presupune a fi functie de metoda
utilizati, respectiv de provenienta geografici a plantei.

In cele ce urmeazi vor fi prezentate cercetirile proprii privind extractia,
fractionarea , determinarea masei moleculare , a activitdtii enzimei allinaza continuti
in usturoiul autohton precum si influenta w asupra comportamentului

alinazei.
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5.1.1. Separarea enzimei allinaza prin cromatografie pe coloani

Modul de lucru :

Unui extract apos de usturoi din 250g material proaspat / sarja, obtinut prin
omogenizare intr-un omogenizator tip Waring, in solutie tampon fosfat NaH,PO, /
Na,HPO4 0.02M, pH= 7.0 ( raportul masd vegetald : solutie tampon = 2:1), s-au
adiugat, pentru stabilizarea extractului, 10% glicerind anhidrdi si 5 %
polivinilpirolidona. Omogenatul a fost filtrat prin doud straturi de tifon sterilizat in
prealabil.

Filtratul s-a centrifugat la 3500 rot/min timp de 30 minute intr-o centrifuga de
tip Janetzky , la temperatura de 4°C. Supernatantul ( 145 ml) s-a saturat cu 31g
(NH4),SO4 la 35% saturatie si s-a agitat usor timp de 30 minute la 4°C, dupa care
precipitatul obfinut a fost resuspendat in 80 ml tampon fosfat NaH,PO4 /
Na;HPO40.02M, pH= 7.0, cu 8 ml glicerind anhidra.

S-a trecut apoi la dializa soluiei obtinute: In 4 siculeti de dializa s-au introdus
cate 25 ml din extractul stabilizat. Saculetii de dializd au fost introdusi intr-un
cristalizor ce continea 2000ml tampon fosfat 0.05M la care au fost adiugate 9.84mg
piridoxal 5 fosfat ( 20 pM), pentru stabilizarea structurii proteinei. Dializa a fost
efectuatd la temperatura de 4°C timp de 24 ore (instalatia a fost montatd intr-un
frigider) ; solufia tampon din cristalizor a fost mentinutd sub agitare ugoara , pe toata
durata dializei.

Dializatul obtinut s-a centrifugat din nou la 3500 rot/min la temperatura de 4°C,
timp de 30 minute, pentru indepértarea materialului insolubil. S-au obtinut 95 ml
supernatant.

Purificarea §i concentrarea dializatului. Pentru o purificare mai avansata si
totodatd pentru concentrarea acestuia, dializatul a fost trecut pe o coloand cu
hidroxilapatiti. Aceasta a fost preparata proaspit in laborator prin metoda elaborata de
Tiselius ( 86).

Metoda separdrii pe coloand cu hidroxilapatitd a fost preferati altor metode
pentru faptul ci permite concentrarea solutiei proteice printr-o operatie simpla ,
evitand astfel operatiile suplimentare de uscare i liofilizare.

Pregdtirea coloanei . S-a utilizat o coloan3 de hidroxilapatitd cu dimensiunile
de 2.8 x 13 cm. Umplerea coloanei s-a realizat cu mare atentie prin addugarea si
sedimentarea gravitafionala treptata a suspensiei de hidroxilapatit3, pentru realizarea

unui strat de separare cat mai uniform. La partea superioari a coloanei a fost instalat
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un rezervor cu solutie tampon fosfat Na,HPO4 / KH,PO4 0.3 M ( pH = 7) . A fost
stabilitd rata de filtrare la 16ml/ ord , prin trecerea solutiei de tampon fosfat prin
coloana c#reia i s-a atagat o pomp3 peristaltica

Mod de lucru: Pe coloani a fost introdus un volum de 10 ml dializat dupa care
acesta a fost eluat cu 100ml solutie din acelasi tampon fosfat Na,HPO4 / KH,PO4 0.3
M . Cu ajutorul unui colector automat de fractiuni s-au colectat fractiuni a ciate 5 ml
fiecare, timp de 32 minute. Fiecdrei fractiuni obtinute prin eluarea de pe coloana cu
hidroxilapatita i s-a determinat continutul in proteind precum si cel de acid piruvic, ca
mdsuri a activititii allinazei.

——> Continutul in proteini s-a determinat prin metoda Lowry (172) la A= 660nm.

—_—

in prealabil s-a efectuat o .é{i'rbé”d_f_ai_'ét_'a_lcjﬁé'ré'Véu albumini serici bovini
(1mg/ml);

Mod de lucru: In 10 eprubete s-au pipetat in urmitoarea ordine: 0.1, 0.2,
0.3....1.0ml solutie etalon de proteind §i apoi in aceeasi ordine 0.9, 0.8,....,0ml apa
distilata. In fiecare eprubeti s-au pipetat cite 1.0ml reactiv alcalin de cupru si s-au
lasat in repaus timp de 10 minute, dupa care s-au pipetat in fiecare eprubeta cate 3.0
ml reactiv Folm-Cigc:«‘ilteu diluat; eprubetele s-au agitat energic si au fost incubate
tim;”ée; bal};“&; ;;v).% la 50°. Dupa récire s-a citit densitatea optica la A=
660nm, in cuve de 1 cm.

Valorile densitatii optice in functie de concentratia albuminei serice bovine sunt

—

redate in tabelul 5.1 si graficul 5.1.
Curba etalon pentru dozarea proteinelor (metoda Lowry)

Tabelul 5.1

e R I el SIREY

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0.030 | 0.052 | 0.080 | 0.106 | 0.135 | 0.165 | 0.190 | 0.217 | 0.240 | 0.265

Pentru valorile determinate ale densitatii optice functie de concentratiile diferite
ale etalonului , s-a obfinut un grad de corelatie r=0.999669; ecuatia de regresie

corespunde unei drepte : y= 0.002672x + 0.000955
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Grafic 5.1
Curba etalon pentru proteine (metoda Lowry)
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Valorile obtinute prin reactia cu reactivul Lowry a fiecarei fractiuni , in urma
eludrn dializatului pe coloana cu hidroxilapatita , se regasesc in tabelul 5.2 si graficul
5.2

Concentratia de proteini in fractiunile obtinute prin separare

pe colona cu hidroxilapatita

Tabelul 5.2
Nr. mg prot./ | Ac.piruvic Nr. mg prot. / | Ac.piruvic
Fractiune Sml mmoli/l | Fractiune 5 ml mmoli/l
proba proba
1-11 sub 1.00 - 21 6.77 10.2
12 1.12 - 22 4.68 6.20
13 5.72 - 23 1.58 5.61
14 11.95 1.45 24 0.14 5.90
15 17.70 1.98 25 0.12 5.45
16 17.08 2.30 26 0.03 2.30
17 13.54 2.41 27 - -
18 11.66 6.05 . - -
19 13.95 11.92 : - -
20 10.41 10.8 35 - -

Asa cum reiese din tabelul 5.2, concentratiile cele mai mari de proteina s-au
inregistrat in fractiunile 14-20. Acestor fractiuni li s-a efectuat §i determinarea
concentratiei in enzima allinaz , prin determinarea activititii acesteia asupra S-etil-L- '
cistein sulfoxidului, respectiv prin determinarea cantitativa a acidului piruvic eliberat

prin reactia enzimatica prezentatd mai jos.
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Graficul 5.2

Separarea alinazei pe coloana cu hidroxilapatita

0.9
0.8 -
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

D.O.

—e— proteina

|
—m— ac.piruvic !

nr.fractiune

Asa cum reiese din tabelul 5.2, concentratiile cele mai mari de proteind s-au
Inregistrat In fractiunile 14-20. Acestor fractiuni li s-a efectuat si determinarea
concentratiei in enzima allinaza , prin determinarea activitatii acesteia asupra S-etil-L-
cistein sulfoxidului, respectiv prin determinarea cantitativd a acidului piruvic eliberat

prin reactia enzimatica prezentata mat jos.

CH CH
CH, cHy 10O [ | 3
| | E . CH, CH,
CH 2 CH, | |
| ) allinaza | O =—9§ S
|S—> 0] H—S =0 dietiltiosulfinat

2 c_.._f ¢

CH CH;
| 2 ﬁHz ,H,0 | 3
|CPU‘1H2 ) |c——NH2 L—»zNHz + 2 |CO
COOH COOH COOH
S-etil-L-cisteinsulfoxid  acid 2amino-propenoic acid piruvic

Cea mai activa fractiune s-a dovedit a fi cea din proba 19 ( graficul 5.2), dar o
activitate ceva mai redusa a fost prezenta si in fractiunea 20. Fractiunile anterioare ,
desi cu continut mare in proteind nu au prezentat activitate specifica asupra
substratului mentionat anterior. Cele doud fractiuni ( 19 si 20 ) au fost reunite si au
fost supuse in continuare determindrii masei moleculare a enzimei. Pana la utilizare

fractiunile au fost mentinute in frigider , la temperatura de 4°C.
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In prealabil s-a realizat o curba de etalonare a acidului piruvic;

Mod de lucru:

in 8 eprubete s-au pipetat in urmatoarea ordine: 0.05, 0.1, 0.15, 0.20...0.5ml
solutie piruvat de sodiu 2mM si apoi, in aceeasi ordine 0.95, 0.90...... 0.5 ml apa
distilata. In fiecare eprubetd se pipeteazd apoi cite 1 ml de solutie de 2,4
dinitrofenilhidrazina (1% in HCI) si se lasa sa reactioneze timp de 20 minute, dupi
care in fiecare eprubeta se adauga cdte 10 ml de NaOH 0.4n. Dupa 10 minute, au fost
efectuate citirile densitatilor optice fata de eprubeta martor fara piruvat, la lungimea
de unda de A=540 nm.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 5.3 si graficul 5.3.

Curba etalon pentru dozarea acidului piruvic

Tabelul 5.3

Nr.crt. 1 2 3 4 5 6 7 8

Acid piruvic
mmoli /1 1.58 | 3.16 | 475 | 633 | 791 | 950 | 126 | 158

D.O 0.058 | 0.151 | 0.220 | 0.296 | 0.366 | 0.431 | 0.565 | 0.685
(% = 540nm)

Pentru valorile determinate ale densitatii optice functie de concentratiile diferite
ale etalonului , s-a obtinut un grad de corelatie r=0.999488 iar ecuatia de regresie
corespunde unei drepte de forma y=0.004254x + 0.021617.

Graficul 5.3

Curba etalon a acidului piruvic ( metoda cu 2.4

dinitrofenilhidrazina)
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Determinarea activititii allinazei a fost efectuata prin misurarea concentratiei de
acid piruvic cu ajutorul metodei cu 2,4 dinitrofenilhidrazina si s-a realizat astfel:

Mod de lucru:

La 0.5 ml din fiecare fractiune s-au adiugat 0.5 ml S-etil L-cisteinsulfoxid (40
mM), 0.04 ml piridoxal 5 fosfat (25 pM) si s-au lasat si reactioneze timp de 10
minute la temperatura laboratorului, dupd care reacfia enzimatica a fost opritd prin
addugarea a 2 ml de acid tricloracetic (10 %).

Din acest amestec s-au prelevat 0.5 ml proba peste care s-au adaugat 0.5 ml
solutie de 2,4 dinitrofenil hidrazind(1% in HCI) si 5 ml NaOH 0.4 n. Se dezvolti o
culoare maro-rosietica ; densitatea optica a probelor s-a determinat la A=540 nm fata

de o proba martor.

5.2. DETERMINAREA MASEI MOLECULARE A ENZIMEI ALINAZA PRIN
CROMATOGRAFIE DE GEL FILTRARE

5.2.1. Consideratii teoretice

Determinarea maselor moleculare a proteinelor se poate realiza prin mai multe

metode §i anume :

e din date analitice — dacd se cunoaste continutul procentual al unui rest de
aminoacid sau al unui atom metalic( in cazul metaloproteinelor)

e din date de microscopie electronici — prin corelarea dimensiunii imaginii
obtinute pe placa fotograficd §i mdririle realizate de sistemele optice ale
microscopului electronic

e din misuritori de presiune osmotica- se poate aplica numai proteinelor pure,
cu mase moleculare foarte mari ,de citeva sute de mii

e prin sedimentare la ultracentrifugare- viteza de sedimentare depinde de
masa si forma particulei

e prin gel cromatografie —metoda prezintd avantajul unui timp scurt de
determinare si nu necesit ca proteina sa fie intr-o stare de inalta puritate,
putind fi realizatd §i in extracte proteice totale.Determinarea maselor
moleculare a proteinelor se face coreland valorile maselor moleculare ale

proteinelor §i comportarea la elufie a acestora.
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Witaker (324) a gisit o corelafie liniard intre logaritmul masei moleculare a

proteinelor si raportul dintre volumul de elutie si volumul spatiului gol al coloanei

cromatografice V¢/ V, unde

e V. este volumul de eluant necesar pentru a transporta moleculele unei

anumite substante prin coloana cromatografica iar

e V, reprezintd volumul de lichid din spatiul interstitial dintre granulele
gelului ; acesta se determina experimental cu ajutorul unei substante (Blue
Dextran 2000) care nu e refinutd de materialul stratului cromatografic, prin

masurarea volumului de elutie.
Acest raport Ve/ V, se mai denumeste si volumul relativ de elutie si pare a fi

independent de concentrafia proteinei aplicate pe coloana cromatografica, de
dimensiunile coloanei, dar este afectat valoric de variatiile de temperatura.

Practic se determina volumele de elutie ale unor proteine pure a ciror masa
moleculard este cunoscuti- pentru etalonarea coloanei cromatografice. Dupa
determinarea volumului de elutie pentru proteina luata in studiu, prin extrapolare pe
curba etalon se realizeaza determinarea masei moleculare . Andrews (14 ) si Fischer
(105) au realizat evaluarea maselor moleculare a proteinelor in domeniul 1000-
80.000. Autorii obtin o curbd sigmoidald in reprezentarea graficd a volumelor de

elutie in functie de logaritmul maselor lor moleculare . Precizia determinarii este de
93 %.

5.2.2. Determinarea masei moleculare a enzimei allinaza pe o coloani cu
Sephadex G-100.

Allinaza obfinuti prin concentrarea dializatului pe coloana cu hidroxilapatiti , a
fost supusd determinirii masei moleculare prin cromatografie in gel, pe o coloani
umplutd cu Sephadex G-100 (acesta a fost ales ca urmare a caracteristicilor sale
compatibile cu caracteristicile enzimei allinaza), dupd o impachetare si standardizare
riguroasi a coloanei cromatografice.

Metoda s-a bazat pe determinarea masei moleculare a enzimei comparativ cu
volumul de elufie necesar eludrii urmitoarelor substanfe cu mase moleculare

cunoscute si care au fost utilizate ca standard (tabelul 5.4).
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Caracteristicile standardelor utilizate pentru determinarea masei

moleculare a alinazei

Tabelul 5.4

lbuminé scé ‘ ) | Sigma ( fractiuna V) | 65.000 -
L-lactat dehidrogenase (b) | Sigma ( tip III) bovine heart 130.000
Blue Dextran ( ¢) Fluka 2.000.000
K,CrO4( d) Merck 194

. Caracteristicile gelului sunt:

,,,,,,,,

Sephadex | 40-120 | 4000- | 1000- | 10.0+£1.0 | 1520 | 72 | 5

G-100 150000 | 100000

Pregitirea coloanei cromatografice

S-a utilizat o coloand cromatografica de sticlda de 2.8 x 75 cm, umpluta cu
Sephadex G-100 . Gelul s-a preparat {inidnd cont de caracteristicile acestuia.

S-au determinat parametrii ce caracterizeaza stratul cromatografic , §i anume:

Volumul total ( Vt ) al stratului cromatografic.

Acesta s-a calculat cu ajutorul volumului cilindrului V = ar’h , si s-a
determinat experimental , pentru o precizie mai mare a separdrii.

V.:al gelului determinat prin calcul : V;=461.5 cm’.

Volumul gelului din strat ( Vx ) este definit prin relatia: Vx =V, —Vy ;unde

Vo (volumul de lichid din spatiul interstifial al gelului) s-a determinat
experimental prin eluarea standardului de Blue dextran cu solutie tampon KH,PO,/
Na,HPO,4 0.05 M ( pH = 7), la un debit al eluantului de 55.7 ml/h. S-a obfinut o
valoare de Vo= 82 cm’; astfel :

V,=461.5 -82 =379.58 cm’,

impachetarea coloanei s-a efectuat cu o deosebita griji pentru a inlitura , pe cit
posibil, orice sursd de eroare . Coloana de sticld a fost conectati la capatul ei

superior la un rezervor cu solutie tampon tampon KH;PO4/ Na,HPO,4 0.05 M ( pH =
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7) iar la capdtul inferior cu o pomp3 peristaltici. Aceasta din urm3 s-a conectat cu un
colector automat de fractiuni.

Dupa impachetarea gelului , intreaga instalatie a fost dezaeratd cu ajutorul unei
solutii de tampon fosfat 0.05M , prin aplicarea unui sens invers eludrii imprimat cu
ajutorul pompei peristaltice.

Rata filtrarii s-a stabilit 1a 55.7 ml/ ora.

Standardizarea coloanei cromatografice s-a realizat practic prin introducerea
pe la capatul superior al coloanei a 5 ml de amestec format din : 35.6mg albumina
sericdA bovind, 3.3mg Blue dextran, 1.6 mg L-lactat dehidrogenazia si 4.7mg
deK,CrO, solubilizate in solutie de tampon KH,PO4/ Na,HPO4 0.0SM (pH=7).

Aplicarea amestecului s-a realizat cu ajutorul unei seringi cu extrem de mare
grija pentru a nu introduce aer in coloana de gel si a nu perturba suprafata uniforma a
acesteia.

S-a efectuat apoi legétura cu rezervorul de solutie de tampon fosfat 0.05M aflat
la partea superioard a coloanei §i s-a pornit pompa peristalticd a carui debit a fost
prestabilit anterior la 55.7 mV/ora.

Eluarea amestecului s-a efectuat pe parcursul a 8 ore, timp in care a fost colectat
un volum de 450 ml de eluent in fractiuni de cate 3 ml fiecare.

Fiecare fracfiune a fost fotocolorimetrata, determinandu-se densititile optice ale
Blue dextranului (¢) 1a 600nm, a proteinelor (a,b) la 660nm ( prin metoda Lowry ) si a
K,CrO4 (d) la 440 nm. Valorile densitafilor optice obtinute pentru diferite fracfiuni
sunt redate in tabelul 5.6. Din acest tabel se poate observa prezenta a patru maxime,
care se pot identifica cu prezenta celor patru standarde de lucru.

Cele patru maxime corespund urmitoarelor componente din amestec
fractiunea 29 - corespunde concentratiei maxime a Blue dextranului, fractiunea 35 —
cu o concentratie maxima a L-lactat dehidrogenazei, fractiunea 44 — cu o concentratie
maxim3 ce corespunde albuminei serice bovine si respectiv fractiunea 77 — ce

corespunde concentratiei maxime a cromatului de potasiu.
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Valorile densititilor optice ale standardelor de lucru utilizate in separarea

allinazei prin gel cromatografie , pe coloana cu Sephadex G-100

Tabelul 5.5
Nr. Blue Nr. Proteine Nr. K,;CrO,
fractiune dextran fractiune fractiune

- A=600nm A= 660nm =440 nm
19 0.010 33 0.276 70 0.021
20 0.012 34 0.316 71 0.065
21 0.010 35 0.356 72 0.082
22 0.015 36 0.308 73 - 0.120
23 0.023 37 0.315 74 - 0.147
24 0.027 38 0.320 75 . 0.153
25 0.030 39 0.331 76 0.210
26 0.032 40 0.349 77 0.230
27 0.035 41 0.350 78 0.190
28 0.052 42 0.375 79 0.120
29 0.065 43 0.440 80 0.070
30 0.040 44 0.485
31 0.030 45 0.480
32 0.015 46 0.440

47 0410

48 0.310

49 0.297

50 0.225

51 0.165

52 0.135

53 0.105

54 0.100

55 0.072

56 0.060

57 0.050

Volumele de elutie determinate, a fiecarei substante standard, sunt urmatoarele:

Ve Blue dextran = 82 ml ,Ve L-lactat dehidrogenazd = 105 ml , Ve albuminai serica

bovina = 162 ml si Ve K,CrO4=231 ml.

Dupa determinarea volumelor de elutie a standardelor , coloana cu Sephadex a

fost eluatd de dou ori cu aceeasi solutie tampon fosfat 0.05M ( pH = 7) cu care s-a

efectuat si eluarea standardelor.

Odati coloana pregatita s-a trecut la determinarea maset moleculare a enzimei

allinaza, functie de volumul de eluent utilizat.
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Valorile extinctiilor standardelor de lucru in separarea pe coloana

cromatografica cu Sephadex G-100
Graficul 5.6

Separarea enzimei alinaza pe coloana Sephadex G-100
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Modul de lucru: S-a preparat un amestec format din fractiunea 19 ( 2 ml ),

obtinuta dupa trecerea dializatului de enzima pe coloana cu hidroxilapatitd, ( cu un

continut de 13.95 mg proteina /5Sml proba si 11.92mmoli/l acid piruvic) in care s-au

solubilizat 2.8 mg Blue dextran si 10 mg de K,CrO; .
Amestecul a fost injectat la partea superioard a coloanei , dupa care s-a trecut la

eluarea si identificarea componentelor.

Eluarea s-a realizat timp de 6 ore, cu 315 ml de solutie de tampon fosfat

KH,PO4/ Na,HPO,; 0.05 M ( pH = 7), la un debit de 55.7 ml/ora. Cu ajutorul

colectorului automat de fractiuni s-au colectat 105 fractiuni a céte 3 ml fiecare

Fractiunilor 30-76, cuprinse intre Blue dextran §i cromat de potasiu, li s-a

analizat continutul in proteine (respectiv volumul de elutie maxim pentru fiecare
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proteind) si s-a identificat prezenta enzimei allinaza, prin masurarca activitatii
acesteia asupra substratului S-etil-L-cisteinsulfoxid; aceasta activitate s-a determinat
functie de cantitatea de acid piruvic eliberat din reactia enzimatica. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 5.6 si graficul 5.6.

Identificarea prezentei enzimei allinaza, functie de cantitatea formati de acid

piruvic Tabelul 5.6
Nr. fractiune Densitatea Nr. fractiune Densitatea
optica optica
A =540 nm A =540 nm
41 0.051 65 0.045
42 0.050 70 0.040
43 0.045 71 0.045
44 0.048 72 0.048
45 0.045 73 0.228
50 0.040 74 0.055
55 0.042 75 0.051
60 0.043 76 0.047

Graficul 5.6

Identificarea prezentei enzimei allinaza in fractiunile de
elutie, pe coloana cu Sephadex G-100

O
5 0.25

0.2 e
0.15 allinaza

01 - B A N

‘ 0.05 —== M

0

0 20 40 60 nﬁ?ractiune

in urm;dre;é;ﬁirrlérilor efectuate se constata ca fractiunea 73 contine cea mai
mare cantitate de allinaza. In functie de volumul de elutie Ve al fiecdrui standard,
respectiv al allinazei, in urma eludrii cu solutie tampon fosfat NaHPO4/ Na,HPO,,
0.05m, de pe coloana ( Ve = 150 ml), si a raportului Ve/ Vg , s-a efectuat determinarea
masei moleculare a proteinei din fractiunea 73 , conform metodei de determinare a

maselor moleculare ale proteinelor dupa Fish.
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in tabelul 5.7 sunt redate valorile logaritmice ale maselor moleculare a

standardelor in functie de raportul Ve/ V,, determinat pentru fiecare component in

parte In urma eluarii componentelor.

Valorile logaritmice ale maselor moleculare ale standardelor

Tabelul 5.7
Standard Veml | Ve/V, Masa moleculara
(pg95) | (pg93) M) log M
Blue dextran 82 1 2.000.000 6.301
L-lactat 105 1.40 130.000 5.11
dehidrogenaza
Albumini serica 1.96 65.000 4.82
bovini fract.V 162
allinaza 150 1.82 83.000 4.92
Grafic 5.7
Determinarea masei moleculare a allinazei
4 et ——log M
)
2 1 -
]
) O '
‘ 1 1.4 1.82 1.96
Ve/V0

in urma reprezentirii grafice s-a determinat masa moleculara a allinazei ca fiind
83.000 , tinand cont ca raportul Ve/Vy al allinazei, in urma eludrii pe coloana cu

Sephadex G-100 este de 1.82.

Aceasta valoare se situeaza la valori apropiate gasite in literatura de specialitate
(M =85.000) (185, 186 ).
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5.3. Determinarea influengei substratului si a efectorilor asupra activititii
allinazei

Concentratia enzimei §i concentratia substratului au un rol primordial in ceea ce
priveste viteza de desfigurare a reactiilor enzimatice deoarece in timpul reactiilor
enzimatice are loc formarea unui complex enzima-substrat.

L. Michaelis §i M.Menten au reusit s explice cantitativ fenomenul prin care,
in timpul procesului de catalizd, se produce o combinatie intermediard nestabila
(complex enzima-substrat) care apoi se descompune in produs si enzima, admitand ca
formarea §i descompunerea acesteia au loc dupa legea actiunii maselor( 86).

Enzimele catalizeaza numai reac{ii termodinamic posibile, adica reactii care
decurg in sensul micgordrii energiei libere a sistemului, rolul complexului enzima
substrat, in procesele de catalizd enzimatica, fiind acela de a micgora energia de
activare a reactiei.

In functie de sensul lor de evolutie, reactiile catalizate de enzime pot fi

reversibile sau ireversibile de tipul:

E+S ==ES <—E+P

e

Mecanismul de actiune al enzimelor §i implicit manifestarea functiilor catalitice ale

acestora pot fi exprimate i interpretate in termeni cinetici.
O reactie biochimica reprezintd un proces dinamic in care, pornindu-se de la o
stare, initiald, moleculele reactante sunt transformate ajungandu-se la o stare finala.
Acest proces se desfigoard in timp cu o anumita viteza (v).

Viteza de reactie (v) , in cazul reactiilor enzimatice, se defineste ca fiind

cantitatea de substrat (S) care se transforma in unitatea de timp (t) §i se exprima prin

relajia: v=-dS/ dt

Viteza de reactie constituie un parametru de exprimare cantitativd a activitiii

enzimatice.
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Concentratia enzimei

In conditiile in care concentratia substratului este constanta, viteza de reactie (v) initiala
este direct proportionala , intre anumite limite , cu concentratii crescande ale enzimei [E]; peste
aceste limite, la concentratii crescute de enzimai viteza de reactie devine insa constanta.

Concentratia substratului. Constanta Michaelis

in conditiile in care concentratia enzimei este menfinutd constantd, iar concentratia
substratului [S] creste, viteza reactiei enzimatice variazi dupi o curba care corespunde unei
hiperbole echilaterale ce tinde asimptotic la valoarea maxima a vitezei. Din analiza curbei,
rezultad cé la o valoare a vitezei de reactie (v) egald cu jumatate din valoarea vitezei maxime de
reactie (vV=Vnax/2) corespunde pe axa abscisei, 0 valoare determinati a concentratiei substatului
denumitd K, (constanta Michaelis). Deci, constanta Michaelis (K,) reprezinta acea
concentratie de substrat pentru care viteza de reactie corespunde la jumaitate din viteza maxima
de reactie.

Asadar, pentru vV=Vp./2, Ky = [S], K, are valorile unei concentratii,

exprimandu-se in moli/l.

Afinitatea enzimei pentru substrat. Ecuatia Michaelis Menten. (K, )

Expresia matematica care definegste relatia cantitativa dintre viteza reactiei
enzimatice, concentratia substratului, §i valoarea Ky, §i care indeplineste conditiile
unei curbe hiperbolice este ecuatia Michaelis - Menten:

V= Vma [S]/ Kpn + [S] in care:

v = viteza de reacfie maisuratd; Vp,= viteza maximd de reactie
corespunzitoare saturirii enzimei cu substrat; [S]= concentrafia substratului;

Ecuatia Michaelis Menten exprimé viteza reactiei enzimatice in fiecare
moment, vitezi care depinde - conform acestei ecuatii - de concentratia
substratului, viteza maxima de reactie i implicit de concentratia totald a enzimei
combinati cu substratul [E] si constanta Michaelis (K,

Semnificatia K., . Constanta Michaelis (Ky,) reprezintd un indicator al

afinitafii enzimei pentru substratul de reactie: cu cit Kn, are o valoare mai mare, cu
atat afinitatea enzimei pentru substrat este mai scizutd si invers;

Determinarea experimentald a K. Pentru evaluarea mai precisa a Kp, s-

au elaborat diferite metode grafice prin care cinetica de reactie enzimatica se
exprimi sub forma unei drepte.
Cea mai larga aplicabilitate o are metoda Linewaever — Burk, metoda

care se bazeazi pe exprimarea ecuatiei Michaelis - Menten intr-o alta formula
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matematicd ce corespunde unei drepte; prin multiplicarea ambilor termeni ai
ecuatiei V= V0 [S] / K + S cu Ve « prin prelucrarea matematici a ecuatiei §i
exprimarea valorii reciproce, ecuatia Michaelis - Menten devine:
1/v=(Kn/Vana )1 /[S]+ 1/ Vias).
Aceasta reprezinta ecuatia Linewaever - Burk care, transpusi grafic, are
forma unei drepte a cirei ecuatie este y = ax + b. in ecuatia dreptei, y si x sunt cele
2 variabile, a reprezentdnd panta dreptei, b valoarea punctului de intersectie al

dreptei cu ordonata (y).

1 F.
v Reprezentarea grafica a
K m ecuatiei Lineweaver-Burk
a=
A
y 1 max
v
yd max
, 7/
// »
A 0 1
Km [S]

5.3.2. Material si metoda

Determinarea constantei Michaelis ( Km ) a allinazei s-a efectuat utilizdnd ca
substrate de reactie diferiti S-alchil-L-cistein sulfoxizi sintetizati de noi in laborator.

S-alchil-L-cistein sulfoxizi utilizati au fost : S-metil-L-cistein sulfoxidul, S-eti-
L-cistein sulfoxidul, S-propil-L-cistein sulfoxidul si S-alil- L-cistein sulfoxidul.

Din punct de vedere cinetic , a fost studiata activitatea allinazei, continuta intr-
un extract apos cu un continut de 1.54 pmoli tiosulfinati /ml extract, asupra
substratelor amintite anterior. Continutul in tiosulfinati a fost determinata prin metoda

Nakata (210 )
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Mod de lucru:

intr-o eprubetd s-au introdus substrat ( in concentratii crescande, dupd cum sunt
prezentate in tabelul 5.3.1.), 0.5 ml extract iar mediul de reactie utilizat a fost o
solutie tampon fosfat 0.01m de pH = 6.5 , pana la un volum final de 1.5 ml; eprubetel

e se mentin intr-o baie de apa la temperatura de 25 °C, timp de 20 minutc.

Modul de lucru pentru determinarea activitatii allinazei, in absenta

efectorilor
Tabelul 5.3.1
1 | 2 3 4 5 6 7
01 | 02 | 03 | 04 | 05 | 06 | 07
05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05
09 | 08 | 07 | 06 | 05 | 04 | 03
et ar

Se incubeazd la 25 °C timp de 20 minute

Reactia enzimaticd a fost oprita prin addugarea in fiecare eprubetd a cate 2 ml de acid
tricloracetic 10%.

Pe probe alicote s-au efectuat determindrile produsului format ( acidul
piruvic) pentru fiecare concentratie a substratului prin metoda spectrofotometricd cu
2.4 dinitrofenil hidrazina, la 540 nm astfel:

Din fiecare proba s-au luat cite 0.5 ml la care s-au addugat 0.5 ml de 2,4
dinitrofenil hidrazini si Sml de NaOH 0.4 n . Dupd 15 minute s-a dezvoltat un
complex stabil de culoare rosieticd caruia 1 s-a determinat D.O. Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 5.3.2.

5.3.3 Rezultate si discutii

in functie de concentratia substratului, respectiv a produsului de reactie
format, s-a calculat viteza de reactie (tabelul 5.3.3) si s-a reprezentat grafic v=f([S] ) .
Din reprezentarea grafica (graficul 5.3.1.) s-a determinat valoarea lui Vmax pentru
fiecare substrat in parte, respectiv s-a putut determina constanta Michaelis ( Km).

Valoarea acestei constante ne indici afinitatea enzimei fata de substrat.
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Cantitatea de substrat transformat , respectiv de acid piruvic rezultat in

functie de substratul utilizat

Tabelul 5.3.2

Substrat Parametrii Nr. probe
1 2 3 4 5 6
[S] mMAt | 42 8.0 120 | 160 | 200 | 240
D.O. 0.099 | 0.180 | 0.260 | 0.320 | 0.350 | 0.355
SMetilL (+) | [§] mMAn | 40 78 | 106 | 142 | 170 | 194
Cis Sulfoxid
transformat
[S] mMA | 42 8.0 120 | 160 | 200 | 240
D.O. 0.130 | 0.170 | 0.200 | 0210 | 0.230 | 0.240
SEGIL(+) | [s] mMA 3.8 74 88 | 9.0 | 99 [ 102
Cis Sulfoxid
- transformat
1 [S] mMA | 42 80 | 120 | 160 | 200 | 24.0
D.O. 0.080 | 0.140 | 0.130 | 0.132 | 0.135 | 0.136
SPropil L(*) | [S] mMA | 34 5.2 54 | 55 | 5.8 5.9
Cis Sulfoxid
transformat
[S] mMA | 42 80 | 120 | 160 | 200 | 24.0
D.O. 0.095 | 0.180 | 0.230 | 0.281 | 0.280 | 0.285
SAML®) | [S] mMA | 36 79 | 102 | 118 | 122 | 128
Cis Sulfoxid
transformat

Reprezentarea grafici Michaelis Menten a fost realizatd , tinindu-se cont de

valorile determinate experimental ce sunt redate in tabelul 5.3.3.

Constantele Michaelis (Km) obtinute pentru fiecare substrat utilizat sunt redate

in tabelul 5.3.4 comparativ cu constantele Michaelis redate in literatura de specialitate

(185 ) obtinute pentru aceleasi substrate si cu allinaza liofilizata.
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Vitezele de reactie ale enzimei allinaza in functie de valorile concentratilor

substraturilor
Tabelul 5.3.3
' V mmoli/min/l .
- Concentratia | S-Metil-L -(+)- | S-Etil-L-(+)- fS-Propil-L-(+)3 S-All-L(+)-Cis
isubstraturilor Cis Sulfoxid | Cis Sulfoxid l Cis Sulfoxid Sulfoxid
[ S], mmoli/ 1 :
42 0.21 0.29 0.17 0.18
8.0 0.39 0.37 0.26 0.39
12.0 0.38 0.44 0.273 0.31
16.0 0.71 0.43 0.28 0.59
20.0 0.83 0.49 0.29 0.61
24.0 0.97 0.31 0.295 0.60
32.0 1.06 0.31 0.295 0.39
36.0 1.10 0.51 0.295 0.389
40.0 1.10 0.51 0.295 0.391
Graficul 5.3.1.
Reprezentarea grafica Michaelis-Menten a cineticii enzimatice a
allinazei pentru diferite tipuri de S-alchil-1 (+)-cisteinsulfoxizi. la
v diferite concentratii de substrat

BUPT



106

Valorile constantei Michaelis enzimei allinaza in functie de substratul

utilizat
Tabelul 5.3.4
Substratul Km Vmax/2 Km Vmax/2
obtinut (unitati literatura (unitati
enzima/mg (186) enzima/mg
proteind) proteini)
S-metil-L-(+)-cistein 12.0 58.5 15.0 76
sulfoxid
S-etil-L-(+)-cistein 3.40 30.2 6 86
sulfoxid
S-propil-L-(+)-cistein 4.20 14 3 30
sulfoxid
S-alil-L-(+)-cistein 6.60 26 6 123
sulfoxid

Tindnd cont de valorile obtinute pentru constanta Michaelis , se constata cd cea
mai mare afinitate o are allinaza , din extractul de Allium sativum, pentru sulfoxidul
S-etil-L-(+)-cisteinei ( Km = 3.40), urmand in ordinea descrescindd a afinitétii
sulfoxidul S-propil-L-(+)-cisteinei ( Km = 4.20), sulfoxidul S-alil-L-(+)- cisteinei (
Km = 6.60 ) si sulfoxidul S-metil-L-(+)-cisteinei ( Km = 12.0).

Constanta Michaelis a fost determinata pentru fiecare substrat in parte $i cu
ajutorul reprezentarii Lineweaver-Burk; rezultatele sunt prezentate in tabelul 5.3.8. si
graficele 5.3.2,5.3.3,5.3.4515.3.5.

In continuare s-a studiat influenta a diferiti efectori ( activatori si inhibitori)
asupra activitatii enzimei allinaza cand aceasta actioneaza asupra diferitelor tipuri de
S alchil L(+) cistein sulfoxizi.

5.3.2. Determinarea influentei unor efectori enzimatici asupra activitatii
enzimei allinaza
Efectorii enzimatici

Efectorii enzimatici sunt substante de naturd chimicé diferitd care actioneaza
asupra enzimelor modificand cinetica reactiilor enzimatice.

Dupd modul lor de actiune, efectorii enzimatici se clasificd in : activatori,
inhibitori, allosterici.

Activatorii enzimatici influenteaza pozitiv activitatea enzimaticd pe care o
favorizeaza sau stimuleaza. Activatorii enzimatici se prezintd fie sub forma de ioni,

care actioneaza ca activatori propriu-zisi ai unor enzime, fie sub forma de activatori
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ai unor proenzime, care actioneazi prin inliturarea anumitor fragmente din molecula

sub form3 inactiva a unor enzime, transformandu-le in forma lor activi ;

- ionii antiinhibitori actioneaz inliturand efectul inhibitor al altor ioni;

- substante cu caracter reduc#tor actioneaza prin protejarea grupdrilor tiol (-SH)
active de la situsul catalitic al enzimelor, grupiri necesare pentru activitatea
enzimatica.

Inhibitorii enzimatici influenfeaza negativ activitatea enzimatici pe care o pot
anula definitiv - ireversibil sau temporar-reversibil. Inhibitorii enzimatici pot afecta
fie situsul catalitic, fie oricare alti regiune a moleculei de enzimi, in ambele cazuri
legarea substratului fiind influentat3 (86).

Inhibitia produsd de inhibitorii reversibili poate fi de tip competitiv,
necompetitiv §i allosterica.

e Inhibitia competitivd este determinati de actiunea inhibitorilor competitivi. Acesti
inhibitori sunt substante care prezintd o analogie structurald cu substratul si care
manifestd o anumiti afinitate pentru situsul catalitic. In aceste condifii, enzima (E)
poate forma complecsi intermediari disociabili atat cu substratul de reactie (S) cat
si cu inhibitorul competitiv (1) :

E + S < ESsi E + 1. © El. . Produsul de reactie (P) poate fi insd generat numai
de complexul ES:E+S <> ES — E + P . Prin formarea complexului El. se obtine, prin
blocarea situsurilor catalitice, o reducere a populatiei de molecule de enzime libere
disponibile pentru a reactiona cu substratul ; ca urmare proportia moleculelor de
substrat care mai pot fi convertite in produsul de reactie se micsoreaza considerabil.
Inhibifia competitivd poate fi anulatd prin cresterea concentrafiei de substrat, care
deplaseazi astfel inhibitorul competitiv de la situsul catalitic pe care-l ocupa.

e Inhibitia necompetitivd este determinati de acfiunea unor inhibitori (In) care

nu prezinti analogie structurald cu substratul ; acestia actioneazi fie asupra

enzimei intr-o alti regiune a moleculei, diferiti de situsul catalitic, formand un
complex inactiv enzima-inhibitor (E + I, <> El,), fie asupra complexului enzima

- substrat, formand un complex inactiv enzima - substrat - inhibitor : ES + I, &

ESI, , fie concomitent asupra enzimei si a complexului ES. In inhibitia

necompetitivi se produce o modificare a vitezei maxime de reactie, precum si a

valorii K, , deoarece ins#si afinitatea enzimei pentru substrat se modifica.

Tipul de inhibare se poate evidentia §i prin reprezentarea grafici Lineweaver-

Burk.
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in cazul reactiel enzimatice inhibate competitiv, ccuatia de conservare aratd ¢i
enzima se poate afla atat in stare liberd cat si in stare legata in complexele IS si El
Tindnd seama ca viteza maxima a reactici este proportionald cu concentratia
totald a enzimei de la inceputul procesului enzimatic . se poate scrie raportul:
v/ Vmax = ES/ L+ ES ¢ L

mtroducdnd valoarca concentratici complexului I si explicitand in functic de v

obtinem: Vmax xES Vmax x S
v = -
|
K IS x 1 SxKm(H —
EXESx — b x 2% ©hmte g
Ki S

Comparand ecuatia de viteza a reactici enzimatice in prezenta unui inhibitor
competitiv cu ecuatia Michaclis- Menten . s¢ constatd prezenta termenului (11 17 Ki)
care multiplica valoarca Km a enzimei. Se poate considera valoarca K'm in prezenta
inhibitorului competitiv :

| |

Km=Kmx ( 1 +—) asticl: Ki- —
K1 K'm

-

Km
Unde Km este valoarea constantei cinctice in lipsa cfectorului negativ,

Cand Ki are o valoare mica, dar concentratia inhibitorului cste mare . gradul de
inhibitie a reactiei enzimatice va {1 functie de concentratia substratului in mediu (332).

5.3.2. Material si metoda

Determinarea constantei Michaelis ( Km ) a enzimei allinaza in prezenta
efectorilor s-a efectuat utilizdnd accleasi substraturi de reactie: S-alchil-I.-cistein
sulfoxizi sintetizati de noi. Efectorii utilizati precum si concentratia lor sunt redate in
tabelul 5.3.5

Tipurile de efectori utilizati in determinarea Km a enzimei allinaza

Tabelul 5.3.5

Efector Provenienta Concentratia

moli g/l
S-Metil-L-(+)-cisteina 0.135
S-Etil-L-(+)-cisteina Sinteza laborator 0.149

S-Propil-L-(+)-cisteini ImM | 0163 |

S-Alil-L-(+)-cisteina 0.161
L-(+)-cisteina Merck.p.a 0.121
Acid ascorbic Fluka, p.a 0.1 mM 17.6
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Concentratiile efectorilor s-au mentinut constante.

Schema generala de lucru si conditiile reactici enzimatice au fost urmatoarele:

in sapte eprubete s-au introdus: concentratii crescinde de substrat. 0.5 ml
extract s1 0.1 ml efector . Mediul de reactie utilizat a fost o solutic tampon fosfat
0.0lm de pH = 6.5 . Volumul ficcarei probe a fost adus cu solutiec tampon, la un
volum final de 1.5 ml. Temperatura reactiei ecnzimatice a fost de 25 °C iar timpul de

reactie a fost de 20 minute.

Modul de lucru pentru determinarea activitatii allinazei, in prezenta

efectorilor

Tabelul 5.3.6.

Probe 1 2 3 4 5 6 7
Substrat ml 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Extract ml 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Efector ml 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Tampon fosfat 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3

0.01m, pH=6.5
|

Reactia enzimatica a fost opritd prin adaugarea a 2 ml de acid tricloacetic 10%.

Din fiecare proba s-au luat cate 0.5 ml la care s-au adaugat 0.5 ml de 2.4
dinitrofenil hidrazina si Sml de NaOH 0.4 n. Dupa 15 minute s-a dezvoltat un
complex stabil de culoare rosietica .S-au determinat densitatile optice corespunzatoare
cantitatii de acid piruvic obtinut in urma reactilor enzimatice in prezenta efectorilor

prin fotocolorimetrare la 540 nm.

5.3.2.2. Rezultate si discutii
Reprezentarea graficd Lineweaver-Burk a fost efectuatd atat pentru
determinarea constantei Michaelis (Km) pentru alinaza fa{a de fiecare substrat amintit

anterior, dar si pentru determinarea influentei unor efectori asupra valorii Km .

BUPT



110

Accastda reprezentare s-a cfectuat tindndu-se cont de valorile parametrilor
obtinuti in urma determinarilor cantitatii de acid piruvic format in urma reactiilor
enzimatice.

S-au obtinut urmatoarele rezultate:

Cantitatea de S Metil L (+) Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid
piruvic rezultat, in functic de efectorul utilizat

Tabelul 5.3.7

Efectori Parametrii Nr. probe
1 2 3 4 5 6
D.O. 0.098 | 0.170 | 0.230 | 0.270 | 0.300 | 0.320
Sl\éiestti:ill;;ﬂ [S] mMA | 42 | 80 | 120 | 100 | 200 [ 240
[S] mM/A | 40 7.5 10.1 | 12,10 | 132 | 142
transformat
D.O. 0090 | 0.135 | 0.196 | 0.252 | 0260 | 0310
[S] mMA | 42 8.0 120 | 160 | 200 | 24.0
L -(+)- [S] mMA | 3.70 6.06 | 850 | 11.1 | 114 | 13.7
Cisteina
transformat
D.O. 0.200 | 0310 | 0.360 | 0.370 | 0.390 | 0.440
[S] mM/I | 42 8.0 120 | 16.0 | 200 | 24.0
Acid asorbic | [§] mMAn | 838 137 | 160 | 166 | 172 | 196
transformat

Cu valorile obtinute s-au efectuat calculele pentru 1/v respectiv 1/[S] . necesare pentru
reprezentarea grafica Lineweaver-Burck si a calculului constantelor Km pentru fiecare

efector in parte.
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza in functie de valorile

inverse a concentratilor S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S] si a vitezelor de

1/v x 0.01 (1/mM/min/)

reactie 1/V, in prezenta efectorilor

) Tabelul 5.3.8
1/V x0.01 ( 1/mM/min/l ), in prezenta
1/]S] Substrat Efectori
1/mM | S-Metil-L-(+)-| S-Metil-L-(+)- L-(+)-Cis Acid ascorbic
x 0.01 Cis Sulfoxid Cis (1mM) (1mM) 1%
25 346.6 480 6514 ! 190
12.5 213.3 280 365 i 116
83 168.5 2128 269 95
6.2 146.6 180 222 86
50 133.3 160 194 78
4.6 1243 146.5 175 68
3.1 1133 130 151 66
Graficul 5.3.2.

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru activitatea allinazei asupra
S-Metil-L-(+)-Cis Sulfoxid

—=—S Metil L (+) Cis Sulfoxid
=L (*)Cis (ImM)

700

—a—S Metii L (+) Cis (ImM)

Acid ascorbic 1%

600

500

400

300

200

100

-100

-200

-300

10

20 30

1/sx0.01 (1/mM)
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Cantitatea de S-Etil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid

piruvic rezultat, in functie de efectorul utilizat

Tabelul 5.3.9

Efectori Parametrii Nr. probe
1 2 3 4 5 6
D.O. 0.110 | 0.150 | 0.190 | 0.200 | 0.210 | 0.230
Selt Oy IS mMA | 42 | 80 | 120 | 160 | 200 | 240
[S] mMA 3.9 6.6 82 | 9.0 | 92 | 100
transformat
D.O. 0.100 | 0.140 | 0.180 | 0.185 | 0.200 | 0.210
[S] mMA | 42 8.0 120 | 160 | 200 | 24.0
L-(+)- [S] mMA | 4.1 6.3 76 | 8.1 8.8 9.3
Cisteini
transformat
D.O. 0.165 | 0.210 | 0.230 | 0.250 | 0.252 | 0.260
[S] mMA 4.2 8.0 120 | 160 | 200 | 24.0
Acid asorbic | 1§] mM/ 4.0 730 | 10.1 | 108 | 11.1 | 11.4
transformat

Cu valorile obtinute s-au efectuat calculele pentru /v respectiv 1/[S] . necesare pentru

reprezentarea grafica Lineweaver-Burck si a calculului constantelor Km pentru fiecare

efector in parte.
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza in functie de valorile

inverse a concentratilor S-etil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S] si a vitezelor de

reactie 1/V, in prezenta efectorilor

Tabelul 5.3.10

1/ V x 0.01( 1/mM/min/1 ), in prezenta

1/v x0.01 (1/mM/min/l)
él
[a]

400

300

200

100

-100

-200

1/[S] Substrat Efectori
1/mM S-Etil-L-(+)- | S-Etil-L-(+)-Cis L-(+)-Cis Acid ascorbic
x 0.01 Cis Sulfoxid (1lmM) (1mM) 1%
25 320 370 426 | 254
12.5 262.4 294 330 i 213
83 240 265 203 200
6.25 213 229 248 176
5 200 212 226 168
4.16 192 202 213 162
3.125 186 195 204 1 151
Graficul 5.3.3

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Etil-L-(+)-Cis Sulfoxid

—-— S Etil L 7(+) Cls WSrulfw‘oxid

—#—L (+)Cis ImM

—a—S EulL (+)Cis ImM

Acid ascorbic 1%

10

20 30
1/8x0.01 (1/mM)
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Cantitatea de S-Propil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid

piruvic rezultat, in functic de efectorul utilizat

Tabelul 5.3.11

Efectori Parametrii Nr. probe
1 2 3 4 5 6
D.O. 0.060 0.092 | 0.102 | 0.120 | 0.125 | 0.130
Spgi’s‘:ielill;ﬁ(ﬂ [S] mMA | 42 | 80 | 120 | 160 | 200 | 240
[{S] mM/ 2.6 3.92 4.4 5.2 5.4 5.6
transformat
D.O. 0.080 0.095 | 0.100 | 0.110 | 0.120 | 0.125
[S] mMA 4.2 8.0 12.0 16.0 | 20.0 24.0

L (+) Cisteind | [§] mMA | 3.40 4.0 42 | 48 | 52 5.9

| transformat

D.O. 0.100 0.125 | 0.135 | 0.140 | 0.144 | 0.147

" [S] mMA | 42 80 | 120 | 160 | 200 [ 24.0

Acid asorbic | [§] mMA 4.0 5.4 59 | 6.1 6.4 6.7
transformat

Cu valorile obtinute s-au efectuat calculele pentru 1/v respectiv 1/[S] . necesare pentru
reprezentarea grafica Lineweaver-Burck si a calculului constantelor Km pentru fiecare

efector in parte.
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza in functie de valorile

inverse a concentratilor S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S] si a vitezelor de

reactie 1/V, in prezenta efectorilor

Tabelul 5.3.12

1/V x0.01 ( 1/mM/min/l ), in prezenga o
1/S] Substrat Efectori

1/mM | S-propil-L-(+)| S-propil-L-(+) L-(+)-Cis Acid ascorbic
x 0.01 | Cis Sulfoxid Cis (1ImM) (1mM) 1%
25 584 780 980 | 340
12.5 432 530 630 ] 298
83 381 446 5124 1290
6.25 356 405 455 t 267
5 340 380 420 f 270
4.16 330 363.2 396.4 267

Graficul 5.3.4

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Propil-L-(+) Cis Sulfoxid

~ —m— S Propil L (+) Cis Sulfoxid
& L (+) Cis ImM

- S Prropil L

(+) Cis ImM

#  Acid ascorbic 1%

1000

800

1/v x 0.01(1/mM/min/l)
o
o
(e

600

400

200

-200

-400

-600

-800
-40

-30 -20

-10

20 30
1/Sx0.01 (1/mM)
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Cantitatea de S-Alil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid

piruvic rezultat, in functie de efectorul utilizat

Tabelul 5.3.13

Efectori Parametrii Nr. pl;obe
1 2 3 4 5 6
D.O. 0.095 | 0.150 | 0.190 | 0.220 | 0.247 | 0.250
Sé:‘slt:;n(;) [S] mMA | 42 80 | 120 | 160 | 200 | 24.0
[S] mM/I 3.9 6.7 8.2 9.5 | 105 | 10.8
transformat
D.O. 0.085 | 0.132 | 0.163 | 0.204 | 0.230 | 0.232
[S] mM/I 4.2 8.0 120 | 160 | 200 | 24.0
L-(+)- [S] mMA | 3.60 5.8 72 | 9.0 | 100 | 102
Cisteina
transformat
D.O. 0.202 | 0.232 | 0.250 | 0.260 | 0.297 | 0.303
[S] mMA 4.2 8.0 120 | 160 | 200 | 24.0
Acid asorbic | [§] mM/ | 34 7.1 111 | 116 | 129 | 133
transformat

Cu valorile obtinute s-au efectuat calculele pentru 1/v respectiv 1/[S] . necesare

pentru reprezentarea grafica Lineweaver-Burck si a calculului constantelor K pentru

fiecare efector in parte.
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza in functie de valorile

inverse a concentratilor S-alil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S] si a vitezelor de

reactie 1/V, in prezenta efectorilor

Tabelul 5.3.14

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Alil-L-(+)-Cis Sulfoxid

—=—S Alil L (+) Cis Sulfoxid 40mM
—®— L (+) Cis ImM

600

—a— S AllL (+)Cis ImM
Aqid ascorbic 1%

500

400

300

1/v x 0.01 (1/mM/min/l)

200

100

0OF

-100

-200

-300

-20

-10 0

10

20 30
1/5x0.01 (1/mM)

1/V x 0.01 (1/mM/min/l ), in prezenta ‘
1/[S] Substrat Efectori
1/mM S-alil-L-(+) | S-alil-L-(+)-Cis L-(+)-Cis Acid ascorbic
x 0.01 | Cis Sulfoxid (1mM) (1mM) 1%
25 376 441.8 510 198
12.5 255.5 2884 3225 155 i
8.3 215 236.8 259.5 140 |
6.25 195.2 211.7 228.75 123
5 183.2 196.3 210 120
416 175.1 186.0 197 4 118
3.57 169.4 135 188.5 115
Graficul 5.3.5
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in urma studiului cinetic efectuat anterior asupra activitatii allinazei pe cele
patru tipuri de substrate . atit in absenta cdt si in prezenta unor cfectort | si din
reprezentarea prin graficc dupd modclul Lincweaver-Burk. s-au constatat
urmatoarele:

Valorile constantei Michaelis (K'm) prin reprezentarea Lineweaver-Burk se
gasesc la valori apropiate de cele determinate prin metoda Michaelis —-Menten, ceca
ce este redat in tabelul 5.3.15.

Pentru obtinerea reprezentarilor Lineweaver-Burk au fost calculati urmatorii
parametrii: 1/[S] (1/mM), cantitatea de acid piruvic format (mM) pentru fiecare
concentratie a substratului fara efector si in prezenta efectorulut, cantitatea de substrat
transformata (mM/1), viteza de reactic v (imM/min/l) si 1/v , dupd cum au fost redati in
tabelele 5.3.2-5.3.14.

Constantele K'm s-au determinat din reprezentdrile Lineweaver-Burk, prin
prelungirea dreptelor corespunzatoare fiecarui substrat martor. cat si a celor obtinute
in prezenta efectorilor, pana la intersectia cu abscisele respective.

in tabelul 5.3.15 sunt redate comparativ valorile Km ale allinazei obtinute atat
prin reprezentarea Michaelis — Menten cét si prin reprezentarea grafica Lineweaver-
Burk ( K'm) in absenta efectorilor ; deasemenea sunt redate valorile K'm, respectiv
valorile constantei de inhibitie Ki, obtinute din reprezentarea Lineweaver-Burk a
actiunii allinazei asupra celor patru substraturi in prezenta efectorilor : S-alchil-L.-(+)-
cisteinei , L-(+)-cisteina si a acidului ascorbic.

Constanta de inhibitie Ki s-a calculat cu formula

Ki=
K'm
_— -1

Km

Unde Km = constanta Michaelis obtinutd prin reprezentarea Michaelis-Menten

K'm = constanta Michaelis obtinutd prin reprezentarea Lineweaver-Burk
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Valorile constantei Michaelis (Km, K'm) ale allinazei fata de S-alchil-L-(+)-

cistein sulfoxizi in absenta si in prezenta unor efectori

Tabelul 5.3.15.
Nr. Km S-alchil-L(+)- L-(+)-cisteina Acid ascorbic
Crt. Substrat fara cisteina
efector | corespunzitoare
K'm % Ki K'm % Ki K'm %
1. S-metil-L-(+) 1210 | 20 | -39.5| 1.53 | 263 | -54.1 | 0.83 | 6.89 | +43.1
cistein sulfoxid
2. | S-etil-L-(+) cistein | 3.84 | 526 | -27 | 270 | 7.14 | -46.3 | 1.16 | 2.85 | +25.7
sulfoxidul
3. S-pf'bpil-L-(+) 434 | 704 | -393 | 155 | 10.0 | -56.6 | 0.76 | 2.94 | +32.3 |
cistein sulfoxidul
4. S-alil-L-(+) cistein 6.66 990 | -32.7 | 2.05 11.7 | -43.4 | 1.30 | 3.70 | +44.5
sulfoxidul

Graficul 5.3.6.

Dinamica activitatii allinazei in prezenta efectorilor

;acid ascorbic B Salchillcistein sulfoxizi O Salchill.cisteina W 1.cisteina

30
Km 25 |- ’
20

10 v

15t /

efectori

2 Lcisteina
Salchill cisteina
Salchill.cistein sulfoxizi

acid ascorbic

radicali
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Se poate observa atat din tabelul 5.3.15. cat si din graficul 5.3.6 ca fata de
valorile lui Km a allinazei care redau afinitatea pentru cei patru sulfoxizi, utilizati ca
si substraturi, ( randul al 2-lea din grafic) , afinitatea enzimei pentru substrat se
diminueaza in prezenta S-alchil-L-cisteinei, la toate cele patru substraturi cu valori ale
Km cu 27 §1 39.5 % mai ridicate fata de Km initial, dar intr-o masura mai mici fata de
inhibarea produsd de prezenta S-(+)-cisteinei ; procentul de inhibare a activititii
enzimeli se situeaza , In acest caz , la valori ale Km cu 43.4 - 56.6 % mai mari .

In tabelul 5.3.15 sunt redate valorile comparative ale Km atét fatd de Km al
allinazei fara efector cat si in prezenta acestora, calculdndu-se si constanta de inhibitie
Ki.

Cu cat valoarea constantei de inhibitie este mai mica cu atat inhibitia este mai
inaintata. Astfel s-a constatat o afinitate mai mare a centrului catalitic al allinazei fata
de L-(+)-cisteina. Aceasta reduce activitatea enzimaticd a allinazei fata de S-alchil L-
(+)-cisteinsulfoxizi in urmatoarea ordine: la S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul se
inregistreazd o constantd de inhibitie Ki = 0.76 ceea ce reprezintd o crestere a Km de
la 4.34 Ia 10, respectiv o diminuare a vitezei de reactie fatd de S-propil L-(+)-cistein
sulfoxidul cu 56.6%; in cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se inregistreazd o
valoare Ki=0.83, ceea ce reprezinta o crestere a constantei Michaelis de la 12.10 la
26.3, adica cu 54.1%.

In cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibitia se manifesta astfel: o crestere de 39.5%
(K'm=20 fatd de Km=12.10), respectiv se inregistrezd o constantd de inhibitie
Ki=1.5, valori foarte apropiate de cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul. Se remarca
o afectare mai putin intensi in cazul afinitatii fata de S-alil L-(+)-cistein sulfoxidul si
a S-etil-L-(+)-cistein sulfoxidul.

Aceasta demonstreaza ci inhibitorii , datoritd structurii lor asemanatoare cu a
substratelor, blocheaza partial situsul catalitic al allinazei.

Tipul de inhibare pentru substratele luate in lucru s-a stabilit prin reprezentarea
Lineweaver-Burk , iar rezultatele sugereaza prezenta unei inhibéri competitive ( alura
graficului si punctul de intélnire a tuturor dreptelor obtinute pe grafic , redau faptul ca

viteza reactiei enzimatice nu se modifica dar se modifica inclinarea pantet).
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in contrast cu efectul inhibitor a S-alchil-L-(+)-cisteinelor si respectiv a [.-(+)-

cisteinei, acidul ascorbic mareste afinitatea alinazei pentru substrat, in toate cele patru

cazuri cu 25.7-44.5%, astfel incat se observa o crestere a vitezei de rcactie, respectiv o

scddere a Km de la 6.66 la 3.70 in cazul S-alil-L-(+)-cistein sulfoxidului ( ccea ce

reprezintd o crestere a afinitatii centrului catalitic cu 44.5%), iar in cazul S-metil-L-

(+)-cistein sulfoxidului, Km scade de la 12.10 la 6.89, inregistridndu-se o crestere a

afinitétii cu 43.1%.

Aceste observatii sunt in concordantd si cu observatile regasite in literatura de

specialitate.
Concluzii
e Valorile obtinute arata ordinea afinitatii fatd de substrat. Cea mai mare afinitate se

regdseste la sulfoxidul S-etil-L-(+)-cisteinei (Km=3.40), urmat de sulfoxidul S-
propil-L-(+)-cisteinet (Km=4.20), sulfoxidul S-alil-L-(+)-cisteinei (Km=6.60) si
sulfoxidul S-metil-(+)-cisteinei (Km=12.0);

Tipul de inhibare pentru substratele luate in lucru s-a stabilit prin reprezentarea
Lineweaver-Burk; se sugereaza prezenta unei inhibari competitive intre S-alchil-
L-(+)-cisteine , L-cisteind si substrat , inregistrdndu-se scaderi ale afinitatii
enzimei fata de sustrat cu 27-56.6 %) ;

L-(+)-cisteina manifestd in cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul o diminuare a
vitezei de reactie cu 56.6%, se inregistreaza o constanta de inhibitie Ki = 0.76; in
cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se inregistreazi o valoare Ki=0.83, ceea
ce reprezintd o crestere a constantei Michaelis de la 12.10 la 26.3, adica cu 54.1%.
In cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibitia se manifesta astfel: o crestere de 39.5%
(Km'=20 fatd de Km=12.10) in cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidul, respectiv
se inregistreza o constanta de inhibitie Ki=1.5; valori similare se inregistreaza si in
cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului. Se remarcad o afectare mai putin intensa
in cazul afinitatii fati de S-alil-L-(+)-cistein sulfoxid si de S-etil-L-(+)-cistein
sulfoxid;

Efectul de inhibare competitiva se realizeaza mai pregnant in cazul L-(+)-cisteinei,
ceea ce implicd o competitivitate structurald fatad de situsul catalitic al allinazei;
Acidul ascorbic actioneaza ca activator al enzimei , inregistrindu-se cresteri ale

afinitatii enzimei fatd de sulfoxidul S-alchil-L-(+)-cisteinei cu 25.7-44.5 %.
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CAPITOLUL 6

TESTE BIOLOGICE ALE EXTRACTELOR DE ALLIUM SATIVUM SI ALE
UNOR DERIVATI DE S-ALCHIL-L-CISTEINA

6.1. Determinarea activitatii bactericide si bacteriostatice ale unor extracte de

Allium sativum si derivati de S-alchil-L-cisteini

Proprietatile antibacteriene ale speciei Allium sativum §i Allium cepa au fost abordate
stiintific pentru prima data de citre Louis Pasteur in 1858; au urmat ani de cercetiri , care au
indicat di(2-propenil)sulfura si respectiv di(2-propenil) tiosulfiantului (denumita ulterior
allicind) , drept compusii raspunzétori de acfiunea bactericida s/i/i;actériostaticé a acestor
plante(49).

Aceste proprietafi au fost intens studiate in ultimul deceniu, Allium Sativum
dovedindu-se a fi o plantd cu activitate antimicrobiani, antifungicd, antibacteriand si
insecticida.

Aceste proprietdti au fost descrise mai pe larg in capitolul 2 al tezei. O serie de autori
au explicat aceste proprietdti ca fiind o consecin{d a reactiei acestor compusi cu sistemele
biologice ce confin grupdri tiolice. Grupdrile tiolice sunt componente necesare dezvoltarii
microorganismelor, asfel ca prin actiunea alicinei, acesti compusi sunt practic inactivati fiind
transformati in compusi cu legéturi disulfurice.

Alicina se formeazid prin acfiunea enzimei allinaza asupra allinei( S-propenil-L-
cisteina); ea nu a fost identificata in plantele intacte; enzima este activati numai in momentul
distrugerii tesuturilor plantei; enzima este considerati a fi prezentd in compartimente diferite
ale plantei, fatid de cele ce contin aminoacidul S- substituit; in urma distrugerii tesuturilor
plantei , barierele celulare sunt distruse iar alinaza conduce la transformarea allinei in acid

alil sulfenic ( care se transforma spontan in allicind), acid piruvic §i amoniac , dupa reactia:

BUPT



123

CH, CH,
ﬁHz H 30 " [
I ) CH CH
CH 2 CH | |
| a | 0 === S
S| —0 H—S=0 dialittiosulfinat
- lis_fenc
2 CH, CH CH
lCI‘INHZ 5 T: —_— NH2 4&_>2NH3 + 2 (|30
COOH COOH - - - __
S-alil-L-cistemnsulfoxid acid 2amino-propenoic acid piruvic

Scopul studiului efectuat a fost de a identifica prezenfa caracterului bactericid si
bacteriostatic al speciei Allium sativum autohton, in diferite forme de extract, comparativ cu
a unor produsi comercializati , din import , cu S-alchil-L-cisteinsulfoxizi obfinufi prin
sinteza de laborator cat si cu efectul bactericid §i bacteriostatic al unor antibiotice cunoscute.

Testarea acestor calitdti, in special a efectului bactericid si bacteriostatic a fost facuta
similar testelor la care sunt supuse antibioticele asupra a diferitilor germeni gram pozitivi §i
gram negativi.

6.1.1. Material si metoda

S-a studiat efectul bactericid si bacteriostatic al urméatoarelor tipuri de extracte :

1. extractul obfinut prin distilare uscatd in mediu de gaz inert CO; sau N>, la

temperatura de 80-120°C, p= 20-30 mm Hg ;

2. extractul apos proaspit de Allium Sativum cu un continut de 0.58gtiosulfinati/100g

bulb proaspit;

3. extractul apos proaspit de Allium Sativum cu un continut de 0.58gtiosulfinati/100g

bulb proaspit, cu adaos de glicerina 10%

4. acelasi extract apos de Allium Sativum ( mentinut 24 ore la temperatura de 4°C)
cu un continut de 0.118g tiosulfinati/ 100g bulb proaspit ;

S-etil-L-cisteinsulfoxid obtinut in laborator ( 2g% in apa distilata)
S-propil-L-cisteinsulfoxid obtinut in laborator( 2g% in apa distilata)
S-alil-L-cisteinsulfoxid obtinut in laborator( 2g% in apa distilata)

® N o W

Capsule "Garlic”-“Largo” U.S.A, in termen de valabilitate
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9. Capsule "Knoblauch "- “Abtei Pharma” Germania, in termen de valabilitate
acestea au fost testate pe antibiograme, executate pe un numir de noul bacterii gram pozitive
si gram negative, atdt prin metoda dilutiilor seriate cét i prin metoda difuzimetrici .

Antibiograma prin metoda dilutiilor are avantajul unei evaluiri cantitative exacte ,
permitand stabilirea dozei minime utile precum si definirea exacti a concentratiei minime de
inhibare ( C.M.1.) sau a concentratiei minime bactericide ( C.M.B.)

Mediile de cultura utilizate au fost :

- Bulionul de carne: s-au cantirit 500 g de carne de vitd curitati in prealabil de
aponevroze, tendoane §i grasimi, §i s-a marunt ; peste aceasta s-au addugat 1000 ml apa si s-
a lasat la macerat, la temperatura camerei timp de 24 de ore. Maceratul a fost supus fierberii
timp de 30 de minute dupa care s-a filtrat prin vata. La filtrat s-au adiugat 10 g peptona si Sg
clorurd de sodiu dupa care s-a incilzit la temperatura de 80 °C pentru dizolvarea acestora; s-a
ajustat pH-ul la valoarea de pH= 7.6 cu ajutorul unei solutii de NaOH 10% , dupa care
intregul amestec a fost din nou supus fierberii , la 100°C timp de 15 minute . Amestecul a
fost apoi filtrat si introdus intr-un balon prevazut cu dopuri de vati ; acesta a fost apoi supus
sterilizarii prin autoclavare timp de 30 de minute la 115°C. Acest mediu de culturd a fost
utilizat apoi pentru testare.

Agarul nutritiv (geloza) (Mueller-Hinton ) (303). Acesta este un mediu solid care s-
a preparat prin adiugarea la bulionul preparat anterior a fibrelor de agar (preparat
din alge marine). Aceste fibre au proprietatea de a se dizolva in ap3 la temperatura
de 80-90°C si de a se solidifica la 45°C.

Prepararea a fost efectuati astfel: S-au masurat 500 ml de bulion, la care s-au adaugat
10 fibre de agar fin miruntit i s-au incélzit la 90 °C. Amestecul fierbinte s-a filtrat prin vata ;
o parte din acest amestec s-a repartizat in eprubete care au fost astupate cu dopuri de vata.
Eprubetele au fost supuse sterilizirii prin autoclavare timp de 30 de minute la 120 °C. Agarul,
prin ricire , s-a solidificat in eprubetele mentinute in pozitie inclinata.

Culturile bacteriene utilizate au fost preparate in laboratoarele de Microbiologie a
Facultitii de Medicin3 Veterinar3, Timigoara §i au fost obtinute prin izolarea germenilor in
stare purd , in mediu lichid de culturd. Aceste culturi tinere de 24 de ore au fost utilizate ca

atare .
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Insimantarea cu microorganisme s-a executat cu mare atentie, pentru a preveni
contaminarea cu germeni nedoriti, din aer sau de pe instrumentarul cu care s-a lucrat.

Determinarea concentragiei minime inhibante (CMI)

In 18 eprubete in care s-au introdus cate 5 ml din mediul de cultur3 lichid (bulionul de
came) s-a efectuat insimantarea cu ajutorul anselor bacteriologice. Fiecare ansid a fost in
prealabil sterilizata la flacira , dupa care s-a efectuat prelevarea de material patologic (o
picédturd de material patologic in bucla ansei). Aceasta s-a introdus in eprubet3 si s-a spalat in
mediu. Dupa insimantare gura fiecérei eprubete s-a sterilizat prin flambare §i s-a inchis cu un
dop de vata sterilizatd. Ansa bacteriologica s-a sterilizat apoi prin inrosire in flacéra, si s-a
introdus apoi in vasul cu dezinfectant.

S-au testat patru germeni gram negativi: Salmonella, Pseudomonas aeruginosa , E.coli
si Proteus si doi germeni gram pozitivi : Stafilococ, Streptococ .

S-au executat cite 3 eprubete pentru fiecare germen patogen.

Principiul metodei constd in punerea in contact a germenului de testat cu dilufii
descrescande din agentul antimicrobian in condifii standard de lucru.

Metoda s-a realizat prin dilutii seriate in bulion. Procedeul s-a repetat pentru fiecare din
cei 6 germeni patogeni testafi.

Au fost efectuate dilugii din cei 9 agenti antimicrobieni amintifi anterior §i anume:
pentru fiecare set au fost realizate urmétoarele dilutii in bulion : 1/10 , 1/20, 1/40, 1/80,
1/160, 1/320, 1/640, 1/200, 1/400 si 1/800 in eprubetele special pregitite pentru testare.

Au fost obtinute in total 540 eprubete cu medii de culturd , insdméntate gi cu agenti
antimicrobieni (9 agenti antimicrobieni x 10 dilutii x 6 germeni patogeni) §i 6 eprubete cu
bulion de carne insiméntate cu culturi pure de germeni, care au fost utilizate ca etalon de
comparatie a activitaii agentilor antimicrobieni.

Fiecare eprubeti a continut 1 parte agent antimicrobian (10 dilutii), 9 parti de bulion de
camne si s-a insimAntat fiecare dilutie cu 1 picatura de culturd proaspats, preluati cu o ansi
calibrata.

Tuburile insimantate s-au incubat in termostat la 37 °C, timp de 24 ore, dupa care s-a
realizat citirea efectului bacteriostatic (concentragtie minimi inhibanti= CMI) pe baza

dezvoltarii culturii.
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Pentru determinarea efectului bactericid (concentratie minim3 bactericidd = CMB)
s-a utilizat metoda difuzimetrica; astfel s-au efectuat insimantiri pe geloza inclinati, in S
tuburi ( cite doud fatd de tubul cu concentratie minim inhibant3).

insaméntarea s-a efectuat cu ajutorul ansei bacteriologice. Aceasta, incircatd cu
material patologic , s-a spélat in agarul inca cald in cazul in care mediul s-a repartizat in
eprubete.

Eprubetele s-au incubat in termostat la temperatura de 37°C, timp de 24 de ore.

S-au efectuat iInsdmantiri in bulion pentru a se obtine culturi tinere de 24 de ore.

Pregitirea mediului pentru antibiogrami s-a efectuat prin repartizarea mediului
Mueller-Hinton topit, in strat gros de 4 mm in cutii Petri.

In paralel s-au decupat rondele de hartie de filtru Whatmann 2 care au fost impregnate

cu o cantitate egala din cele 9 solutii de cercetat.

~

Dupi ce mediul s-a solidificat au fost insdmaéntate , in cutii Petri diferite, prin
inundarea suprafetei mediului , culturi bacteriene in varstd de 24 ore.

Dupi uscarea suprafefei mediului insiméntat , au fost depuse , cu o pensd fin4,
microcomprimatele cu substantele de cercetat, respectindu-se distanfa de 30 mm intre
microcomprimate i 15 mm de la marginea placii Petri. Astfel s-au putut grupa pe placa Petri
toate cele 9 microcomprimate.

Aprecierea efectului asupra speciilor bacteriene s-a ficut prin masurarea razei zonei de
inhibitie calculatd de la marginea microcomprimatului pind in zona in care se dezvoltd
cultura.

Rezultatele obtinute prin metoda difuzimetrica sunt prezentate in tabelul 6.1.2.

6.1.2. Rezultate si discutii

Aprecierea concentrajia minima de inhibare (CMI) a substantelor testate prin metoda
dilutilor, s-a efectuat pe baza dezvoltirii culturii in eprubetele insimantate. Eficienfa maxima
a extractului a fost considerati in eprubeta cu dilutia in care nu s-a dezvoltat cultura.

Rezultatele obfinute prin metoda dilufiilor seriate sunt prezentate in tabelul 6.1.1, la

dilutii ale produgilor de reactie, asupra a sase bacterii gram pozitive §i gram negative.
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Actiunea bactericida a S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor si a unor extracte de Allium
sativum asupra germenilor gram pozitivi §i gram negativi, determinata prin metoda

dilutiilor

Tabelul 6.1.1.

Specia Concentratia minima de inhibare Concentratia minima bactericida

bacteriana CM1 CMB

Tipuri extracte

Extr. | Extr. | Extr. | S-etil- | S-alil- || Extr. | Extr. Extr. | S-etil- | S-alil-
dist. | apos apos | L-Cis | L-Cis § dist. | apos apos | L-Cis | L-Cis
+ Soxid | Soxid + Soxid | Soxid
glicer glicer
ina ina
1 2 3 5 7 1 2 3 5 7
Salmonella | 1740 | 1/80 | 1/80 | 1710 | 120 | /10 | 120 | 120 | 1/3 s
E. coli 1720 | 1740 | 1/60 | 110 | w20 § 10 | 20 | | s [ s |
Proteus 1/80 | /80 | 1780 | 1/5 | /1o § 120 | 110 | 120 | s 15
Pseudo 120 | 120 | 120 | s o vs | o | 1o s 1/
monas ]
Stafilococ | 1740 | 1/40 | 1740 | 1710 | 1710 || 120 | 120 | 140 | 15 | 155
15

Streptococ | 1/40 | 1/40 | 1/40 | 110 | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/40 | 15

Din tabel se observi ca efectul ccl mai bun il prezinta extractul apos pur (2) cit si cel
stabilizat cu glicerina (3) , la o dilutic de 1/80 ( pentru Salmonclia si Proteus) atét in ccea ce
priveste concentratia minima de inhibare (CMI) cat si concentratia minima bactericida
(CMB) . Un efect similar il prezintd si extractul obtinut prin distilare uscata (1) ( la dilutii
ceva mai mici : 1/40 pentru Salmonella si Protcus), comparativ cu efectul sulfoxizilor
sintetizati de noi (5, 7). Acestia au un cfect mai slab asupra germenilor gram pozitivi si
negativi, actionind numai la concentratii de 4 ori mar mari (2g%) . sprc deoscbire de
extractele de Allium sativum (0.58g tiosulfinati/ 100g bulb uscat). Acest fapt s-ar putca
datora efectelor combinate cu a celorlalti compusi cu sulf existenti in extractul de¢ Allium

sativum, care ar putea avea efecte de potentare a activitdtii bactericide a extractului.
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Tipurile 4 (extract apos de Allium sativum mentinut 24 de ore la temperatura de 4 °C)

si respectiv 6 (S-propil-L.-cisteinsulfoxidul) de extracte, precum si extractele 8 s1 9 nu au

prezentat un efect bacteriostatic care sd poatd fi determinat . in nict una dintre eprubete.

microorganismele dezvoltandu-se intr-un mod aproape identic cu cele aflate in cprubetele

etalon.

In ceea ce priveste rezullatcle obtinute prin cca de-a doua metodd (metoda

difuzimetrica ). efectuata cu aceleasi tipuri de extracte si produsi pe baza de Allium sativum

ca cele prezentate anterior (1-9) | acestea sunt prezentate in tabelul 6.1.2.

Interpretarea rezultatelor se face in felul urmator : sensibil . cand raza depéaseste 6 mm.

putin rezistent . cand raza depdseste 2-5 mm si rezistent . sub Imm

Actiunea bactericida , determinata prin metoda difuzimetrici a unor S-

alchil-L-cisteinsulfoxizi si a trei extracte de Allium sativum

Tabelul 6.1.2.

Specia Extr. | Extr. | Extr. | Extr. | S-etil- S- S-alil- | Garlic | Knob
bacteriana dist. apos apos apos | L-Cis | propil | L-Cis | SUA | lauch
cu 4°C | Soxid | L-Cis | Soxid Germ.
glic. 24 h Soxid
1 2 3 4 S 6 7 8 9
Salmonella 3 4 5 R R R | 2 | R L
Bacillus cereus 4 6 8 R R R | R | R | R
E.coli 4 6 8 R R R | R | R | 2
Stafilococ 4 5 8 R R R | 2 | R | 1
Streptococ 3 6 8 R R | R | R | 1 | 2
Pseudomonas 3 R R R R R | R | 2 | 2
Proteus 2 4 5 R R | R 1 2
Mezentericus 2 5 6 R R | I R | 2
1 R B

R= rezistent; a = raza de inhibitie , in mm

Se observi ca rezultatele sunt similare cu a celor obtinute anterior, prin metoda dilutilor

seriate.

Rezultatele cele mai bune se inregistreaza prin utlizarca extractului apos proaspit

stabilizat cu glicerina 10% , cand se inregistreaza razc de inhibitic de 8 mm pentru Bacillus

BUPT



129

cereus, E.coli, Stafilococ si Streptococ; efecte bune are si extractul apos cu 0.58g
tiosulfinafi/100g bulb uscat, inregistrind zone de inhibitie de 6 mm la Bacillus cereus , E.coli
si Streptococ, ceilalfi germeni dovedindu-se putin sensibili sau chiar rezistenti la substantele
cercetate.

Similar cu rezultatele obtinute prin metoda dilutiilor, se constati o sensibilitate scizuti

a germenilor patogeni studiati fad de S-alchil-L-cisteinsulfoxizii sintetizati; se inregistreazi
zone de inhibifie de 2 mm doar la Salmonela si Stafilococ la tratamentul cu S-alil-L-
cisteinsulfoxid.

Raze de inhibitie extrem de reduse se inregistreaza si la produsii comercializati, fata de

extractele proaspete de Allium sativum.

Prin testele efectuate anterior , se atestd efectul bactericid superior al extractelor de

Allium sativum autohton, fatd de compusii sintetizati §i presupusi ca avand efect bactericid.
6.1.3.Concluzii:

e Concentratia minimé inhibantd ( CMI) si concentratia minima bactericida ( CMB)
se inregistreazi la extractul apos stabilizat cu glicerina 10% , la dilutii de 1/80 in
bulion , fata de Salmonella, Proteus §i Strepococ si la dilugii de 1/40 fata de E.coli
si Stafilococ

e Extractul apos de Allium sativum cu o concentratie de 0.58g % tiosulfinati are un
efect similar cu cel al extractului obtinut prin distilare uscati, in mediu de gaz inert,

la 80-120°C si un vid de 25 mmcol.Hg

o Efectul S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor obfinuti sintetic este mai slab comparativ cu al
extractelor naturale

e Efectele superioare ale extractelor fatd de cele ale S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor
sintetizati s-ar putea datora efectelor combinate cu a celorlal{i compusi cu sulf
existenti in extractul de Allium sativum, care ar putea avea efecte de potenfare a
activititii bactericide a extractului.

e Produsii naturali ar putea acfiona prin intermediul tiosulfinatilor i a altor compusi
cu sulf la nivelul grupirilor SH reactive din membranele celulare ale unor

microorganisme

BUPT



130

6.2. Determinarea activititii antifungice a extractului apos de Allium sativum

In urma studiilor efectuate din literatura de specialitate s-a desprins faptul ci specia
Allium se distinge , pe langd efectul bactericid si bacteriostatic si printr-un efect
antimicotic.

Tinandu-se cont de faptul ci extractul apos obtinut din Allium sativum autohton a
prezentat un efect bactericid §i bacteriostatic evident, unul din scopurile studiul nostru a
fost si acela de a pune in evidentd efectul antimicotic al acestuia datoritd faptului ci
astazi, sub actiunea factorilor favorizanti , din ce in ce mai numerosi §i mai agresivi
asupra organismului animal-numirul fungilor patogeni a crescut extrem de mult, unii
dintre ei constituind asa numifii ” contaminanti” , dovediti in prezent ca agenti al unor
afectiuni foarte grave.

Fungiile prezintd o extrem de mare diversitate §i, in anumite conditii, devin
patogene, fiind generatoare de diverse boli cu simptomatologii extrem de diferite si mod
de tratament dificil.

Existd o mare diversitate de medicamente antifungice de sintezd care actioneazi
impotriva proliferarii §i pentru eliminarea lor totald din organism, dar majoritatea cu
numeroase reactii secundare asupra organismelor animale.

In literatura de specialitate studiati am intilnit o serie de efecte benefice ale speciei
Allium sativum asupra unei destul de numeroase varietiti de fungii. Aceste efecte s-au
intalnit asupra tulpinilor de Aspergillus, Cryptococcus, diferite tipuri de Candida (328,
113, 26), Candida albicans aviard (245), Candida tropicalis (119), Torulopsis,
Trichosporum( 197), etc.

In ideea de a identifica prezenta unui efect antimicotic §i a extractului de Allium
sativum autohton, am urmdirit efectul extractului apos, la diferite dilutii , asupra
urmitoarelor fungii din genurile: Penicillium, Cladosporium §i Aspergillus flavus.

6.2.1. Material si metoda

Pentru determinarea efectului antifungic s-a utilizat metoda dilutiilor inseriate.

Pentru aceasta, s-au cultivat culturi pure de fungii din genurile Penicillium,
Cladosporium §i Aspergillus flavus , pe mediu Sabouraud. Culturile stoc au fost

dezvoltate la 37 °C timp de cinci zile pe mediu Sabouraud.
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insamantarea mediilor de cultura in cazul fungiilor s-a efectuat respectand reguli
extrem de stricte de sterilizare ( s-a lucrat cu sticlarie si instrumentar steril), datoritd
faptului cd aceste culturi pot fi usor infestate cu spori ai altor fungii.

S-a prelevat cate 1g din fiecare din coloniile izolate din fungiile amintite anterior i
s-au introdus individual in céate un balon Erlenmayer. apoi . aceste culturt s-au pus in
contact cu ser fiziologic si s-au lasat in repaus 24 de ore pentru flotarea sporilor de fungii.
pentru asigurarea unei suspensii de celule viabile.

Direct din fiecare din cele trei flacoane. cu ajutorul unei anse sterile, s-au efectuat
insdmantari pe mediu de culturd Sabouraud aflat in 45 cutii Petri. 15 pentru fiecare
cultura ( 3 cutii Petri x 5 dilutii ale extractulun: E, E1-4)

Aceleasi insamantari s-au efectuat in cele 45 cutii Petri; in acestea s-au introdus cu
cate 1 ml extract pur ( cu un continut de 0.98 mg tiosulfinati/ml extract) ( E) (3 cutii Petri
pentru fiecare tip de cultura = 9 ) si respectiv cu Iml din dilutiile de 10 > (E1) (9 cutii
Petri),10 ~ (E2) (9 cutii Petri), 10 *( E3) (9 cutii Petri) si 10  (E4) extract (9 cutii Petri).
(dilutiile s-au realizat in ser fiziologic).

Cutiile Petri cu materialul de experientd au fost mentinute timp de 24 de ore in
termostat la 37 °C.

Rezultatele obtinute in urma testarii extractului de Allium sativum sunt prezentate
in tabelul 6.2.1 si figura 6.2.1.

Interpretarea rezultatelor a fost efectuatd vizual , comparativ cu placile Petri cu
culturi pure si netratate cu extracte , ceea ce se poate observa si din figurile 6.2.1-6.2.3.

Efectul in vitro a extractului de Allium sativam asupra culturilor de
Penicillium, Cladosporium si Aspergillus

Tabelul 6.2.1.

Tulpina Dilutii
Pur El E2 E3 E4
Penicillium +++ ++ + - -
Cladosporium +++ ++ + - -
Aspergillus +++ ++ - - -

+++ efect 100 %; ++ efect 50 %; + efect 15 %
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Concluazii:

e Extractul pur are un efect antimicotic de 100 % asupra tulpinilor de Penicillium,
Cladosporium si Aspergillus;

e Un efect mai moderat o prezintd dilutiile crescande ale extractului , pentru ca la

dilugii mai mari de 107 , efectul sa dispari total.
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6.3. Decontaminarea aerului din incinte , prin operatia de aerosolizare cu un
extract de Allium sativum
6.3.1. Consideratii teoretice

Datorita faptului ca s-a dovedit efectul bactericid si bacteriostatic al extractului de
Allium sativum , i tindnd cont si de datele din literatura referitoare la aceasta proprietate
a Allium sativum (50) s-a incercat efectuarea unor experimente de decontaminare a
aerului.

Decontaminarea constituie cea mai importantd masurd de prevenire si de combatere
a bolilor transmisibile, ale omului gi animalelor.

Decontaminarea sistematici a mediului de viatd al organismelor animale este
necesara nu numai pentru prevenirea aparifiei §i combaterea bolilor infectioase si
parazitare majore, de mare difuzibilitate, ci §i pentru stavilirea tendintei de crestere
continud a gradului de contaminare a suprafetelor si a aerului cu diversi germeni
nepatogeni §i potenfial patogeni, pe misurd ce creste densitatea animalelor si durata
ciclului de exploatare a adiposturilor(75). In boxele pentru animale s-au gisit, pe
diferitele suprafete, in medie, 2.96 miliarde de unititi formatoare de germeni ( UFC) pe 1
cm’, din care 82 de milioane erau bacterii coliforme , iar 44 de milioane de celule au
apartinut tipurilor enteropatogene de E.coli . Prin sistemul de ventilatie aerul poluat cu
diferite microorganisme este evacuat in exteriorul adiposturilor, iar de aici poate fi
recirculat in adaposturile invecinate sau dus de vant pana la distante foarte mari.

Decontaminarea profilactic3 a incintelor in perioada repausului sanitar in sistemul
de crestere intensiva a animalelor, este extrem de important3 si absolut necesara.

Efortul continuu al organismelor de neutralizare a germenilor , ce adera in numar
exagerat de mare pe mucoase, duce treptat la epuizarea factorilor umorali §i celulari de
apdrare, micsorand rezistenfa generald a organismului, astfel ci in asemenea cazuri se
inregistreazi o stare de stres ce se manifestd prin hipertrofia i hipersecretia glandelor
suprarenale, involutia bursei lui Fabricius, etc.

Prelungirea stdrii de stres favorizeazad diseminarea bacteriilor din focarele
infectioase primare in tot organismul.

Pentru prevenirea acestor stiri de stres tot mai multi specialisti scot in evidenta

necesitatea continudrii periodice a actiunilor de decontaminare , pentru mentinerea
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incarciturii microbiene de pe suprafete si din aer la un nivel cit mai coborat.
Decontaminarea de intrefinere se poate realiza prin mai multe tehnici, ca: ionizarea
aerului, aerosolizarea si chiar stropirea suprafefelor cu anumite substan{e netoxice pentru
organismele animale .

Dintre substantele dezinfectante ce se utilizeazi in prezent putem enumera
urmatoarele: clorul si substangele clorigene( var cloros 25-30%, hipocloritul de sodiu
12.5 % clor activ, Cloramina B 25-30% clor activ, Cloramina T 2% p-
toluensulfoncloramida , Clorom 70% diclorizocianurat de sodiu , Halazona —acid p-
dicloramidosulfobenzoic 4 mg/ 1dm3), iodul si iodoforii ( Septosolul 5%, Septorom 5%),
acizii §i derivatii lor (acidul clorhidric 1%, acidul lactic 40%, acidul boric 3%, beta-
propiolactona 30 %, acidul peracetic 2%), bazele , saruri ale metalelor grele ( in general
Hg), agenti oxidanti, alcooli, fenoli, aldehide, agenti tensioactivi, decontaminanti
complecsi ai addposturilor —sol, aer (75).

Scopul testirilor efectuate a fost de a dovedi eficienta utilizarii pentru
decontaminarea aerului de agenti patogeni a extractului natural de Allium sativum , care
raspunde la majoritatea cerinfelor unui bun decontaminant si in plus este netoxic.

6.3.2. Material si metoda:

Testul decontaminarii aerului cu ajutorul unui extract de Allium sativum s-a
efectuat pe culturi proaspete de Escherichia coli prin metoda sedimentirii gravitationale
(304), comparativ cu alti doi decontaminanti: Septosol si Elorisan (nu contine antibiotice,
chimioterapice si dezinfectanti chimici) (tabelul 6.3.1).

Metoda sedimentirii gravitationale consta in expunerea mediilor de cultura solide,
repartizate in placi Petri, in locurile unde urmeaz3 si se efecteze determinarea, pentru un
timp diferit , de 1-15 minute. in intervalul de expunere are loc sedimentarea germenilor
atasati de particulele cu greutate mai mare.

Controlul eficientei decontaminirii s-a efectuat cu ajutorul metodei oficializati la
noi in tard , metoda care se bazeaz3 pe determinarea prezentei coloniilor de Escherichia
coli . Decontaminarea aerului se considerd eficientd , daci pe mediul Levine, dupa
incubare la 37°C timp de 24 ore, nu se dezvolta colonii de E.coli; prezenta acestora se

manifest prin aparitia unei coloratii violet inchis cu luciu metalic
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Incarcatura microbiand a acrului se poate cxprima prin numarul de colonit (UFC)
ce rezulta pe 1 cm® de mediu de cultura, dupa un anumit timp de expunere ( 75) si se

poate calcula cu ajutorul formulei:

63662 1

d? xt

N

unde:

N = numarul de germeni / m’ aer;

n= numarul de colonii pe intreaga placa Petri. stabilit prin numararea tuturor
coloniilor sau prin inmultirea numarului de colonii de pe | em?. cu suprafata placii (cm®);

63662 = coeficient empiric.( coeficient Omelcanski) . derivat din faptul cd pe o
suprafata de 100cm’, sedimenteaza un numar de microorganisme echivalent cu cel
existent in 10 litr1 de acr;

d = diametrul placii in cm

t = timpul de expunere in minute

Caracteristicile substantelor etalon decontaminante

Tabelul 6.3.1

Nr.crt. | Denumirea Firma Actiune Compozitie Conc.
comerciald | produciitoare recomandata
1. Septosol Biofarm antiseptic iod complexat | sol.2-3% / m’aer
Bucuresti dezinfectant | cu nonilfenol
spectru larg polictoxilat
2. Elorisan ELORISAN dezinfectant | extract natural sol.5 %/ m’aer
GmbH de
Biostimulatoren hrean, isop,
Germania uleiuri esential
bacteriostatice

Au fost executate 6 experimente iar fiecare din acestea a fost executat intr-un
paralelipiped din plastic cu un volum de aer de V=90 dm’ , dupa ce in prealabil s-a
verificat lipsa incarcaturii microbiene prin efectuarea controlului eficientei
decontamindrii ; pentru aceasta, cu ajutorul unui pulverizator s-au pulverizat 10 cm’ de

cultura de 24 ore de Escherichia coli.
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Dupa pulverizarea culturii de E.coli s-a asteptat 5 minute pentru sedimentarea
particulelor grosiere apoi s-a introdus in interiorul paralelipipedului o placa Petri cu
mediu Levine . Placa a fost mentinuta 2 minute in incintd, dupa care s-a scos si s-a
mtrodus intr-un termostat la 37°C | timp de 24 ore; aceasta a constituit proba martor.

Cu acelasi dispozitiv s-a pulverizat o cantitate de 100 cm? de solutie de extract de
Allium  sativum de concentratii diferite. S-a asteptat din nou 5 minute, pentru
sedimentarea aerosolilor grosieri, apoi s-a introdus o alta placa cu mediu Levine care s-a
mentinut 2 minute. La expirarea timpului s-a pus placa Petri la termostat la 37 °C.

Mediul Levine s-a preparat  din mediul de bazi G.E.A.M. care este format din:
peptona-1%, K>HPO; 0.2%, agar- 1,5-2% si apa distilata panad la 100ml, la care s-a
adaugat: lactoza —2g/100 ml mediu, albastru de metil 0.5%- 1.3m!/100ml mediu, eozina 2
% - 2ml/ 100ml mediu.

Concentratia medie in principii activi cu proprietati bactericide s1 bacteriostatice ale
Allium sativum este de 1.84 pmoli/ml extract tiosulfinati ( determinati prin metoda cu
2,4-dinitro fenilhidrazina)(178) respectiv de 1.10 pumoli/ml extract alicind ( determinata
prin metoda Nakata)(210).

6.3.3.Rezultate si discutii:

Rezultatele obtinute in urma testarilor efectuate cu extract de Allium sativum in
concentratii : del10%, 5%, 2.5% si 1 % in apa distilata, comparativ cu Septosol si Elorisan
sunt prezentate in tabelul 6.3.2.

Efectul extractului de Allium sativum , sub forma de aeosoli, asupra unci
culturi proaspete de E.coli

Tabelul 6.3.2.

Nr.crt. 10% 5% 2.5% 1%
Nr. Probe Nr. Probe Nr. Prgbe Nr. Probe
probe | pozitive | probe | pozitive P io/l-ae P OZOZIVC probe | pozitive
+/- % +/- % +/- %
Allium s. | 0/30 0 0/30 0 12/18 40 30/0 100
Septosol | 0/30 0 0/30 0 10/20 33.3 25/05 83.3
Elorisan | 0/30 0 15/15 50 20/10 66.6 30/0 100
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Comparand efectul decontaminant al extractului de Allium sativum cu al
Septosolului , rezultatele sunt compatibile deoarece raportat la incarcatura microbiana din
incintd si cea din adapost, rezultatele sunt proportionale. incarcatura in U.F.C.( unitati
formatoare de colonii/ cm® culturd) a fost de 1-2 miliarde unitati , fatd de U.F.C./ cm’
adapost unde valorile se situeazi la 200-300 unitati/cm’ aer.

Daca se compara efectul extractului pur cu cel al Elorisanului (extract natural), s-a
constatat ca extractul de Allium sativum are un efect decontaminat mai bun la aceeasi
cantitate s1 concentratie administrata.

Efectul decontaminarii cu extract de Allium sativum ( E )fatd de decontaminarea cu

Elorisan (E1) , la aceeasi concentratie , este prezentat in figura 6.3.1

Figura 6.3.1.

Concluzii:

e Extractul de Allium sativum se poate utiliza la decontaminarea aerului in
incinte infestate cu Escherichia coli ,in concentratii de 2.5-5%, cu efecte mai
bune decat a produsului german Elorisan si comparabile produsului uzual
Septosol.

e Rezultatele bune obtinute de extractul de Allium sativum in decontaminarea
aerului contaminat cu Escherichia coli s-ar putea datora actiunii combinate atét
a alicinei, tiosulfinatilor cét si al altor compusi continuti in extract a caror
actiune se potenteaza reciproc, aga cum s-a prezentat si in capitolul anterior 6.1.

e O explicatie al efectului decontaminant ar putea fi dat de actiunea compusilor

activi ai Allium sativum la nivelul membranelor bacteriilor .
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¢ Un avantaj major al decontamindrii aerului cu extract de Allium sativum este si
faptul cd , fiind de naturd vegetala, nu prezintd probleme in generarea de

reziduri nedorite .
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6.4. DETERMINAREA EFECTELOR UNOR EXTRACTE DE ALLIUM
SATIVUM ASUPRA UNOR PARAMETRI BIOCHIMICI SI ASUPRA
ACTIVITATII UNOR ENZIME LA SOBOLANI

in capitolul 1 a fost subliniata importanta rolului sistemelor oxido reducétoare in
organismele animale. Fenomenele oxidative in care oxigenul este utilizat in metabolismul
eritrocitar sunt urmétoarele: autooxidarea flavoproteinelor , a glutationului, prin
intermediul methemoglobinreductazei si a glutation reductazei, precum si oxidarea prin
flavoproteine a NADH produs prin glicoliza aeroba. Intr-o mica miasura se petrece si
oxidarea hemoglobinei in methemoglobina. Reducerea methemoglobinei la hemoglobina
este stimulatd de methemoglobinreductaza, enzima dependentd de NADH si NADPH, de
acid ascorbic si de glutation (310)

Insuficienta mecanismelor reducéatoare (catalaza, glutation peroxidaza, glutation
reductaza) duce la acumularea de methemoglbind in eritrocite in cantitdti patologice,
rezultind methemoglobinemie manifesta.

In cazurile in care hemoglobina este instabila , se poate forma methemoglobina, care
se leagd de alte hemoglobine denaturate, de glutation sau de alte substante din eritrocit
avand ca rezultat niste agregate denumite corpi Heinz care migreaza pe suprafata interni a
membranei, legidndu-se de aceasta prin legaturi disulfidice.

Corpii Heinz apar in cazuri de hemoglobinopatii si in enzimopatii ( 310).

Declangarea unor methemoglobinemii severe s-ar putea datora aparitiei unui
metabolit intermediar avind gruparea nitrozo aromatic ceea ce ar presupune existenta unui
deficit in suntul pentozo-fosfatic din ficat sau in sistemele de detoxifiere hepatice. Prin
reactiile de oxidoreducere a unor medicamente rezultd H,O, ce ar putea oxida
hemoglobina sau pot induce hemoliza, daca nu s-ar opune sisteme protectoare din hematie
formate din glutation- glutation peroxidaza, catalaza si superoxid dismutaza, care

actioneazad prompt in momentul producerii peroxidului de hidrogen(255).

BUPT



141

Activitatea peroxidazica a catalazei se pare ca este utilizatd in reactiile biochimice
ca: metabolizarea alcoolului etilic , activitate antimicrobiand asociatd fagocitozei,
metabolizarea vitaminei Kj3. Se presupune deasemenea cad in ficat catalaza actioneaza
peroxidazic (312).

Glutation peroxidaza descompune H>O, mult mai eficient, decit catalaza (310).

Olinescu (231) sustine ca in hematie ar predomina actiunea catalazica, potentata de
glutation peroxidaza (GSH-Px). In ficat , se va produce o competitie pentru peroxid intre
cele doud enzime. Concentratia glutation reductazei din celule va orienta activitatea
enzimei cu atdt mai mult cu cat glutation reductaza poate inactiva catalaza .

Catalaza si glutation peroxidaza isi manifestd un rol deosebit de important in
protejarea membranei celulare de oxidarea distructiva determinata de H,O, (261). in caz
de insuficientd a activitatii glutation peroxidazei, se constatd o crestere a activitdtii
catalazei.

Unele medicamente sau toxice administrate in cantitate mare, determind o crestere a

activitatii glutation peroxidazei, solicitand capacitatea de protectie a celulei fatd de

Fsz
medicamente

NADPH < Hb(Fe2™)

M. <—G-6- 76 -P-DH—>G-P-glutation— HMP
\ NADPH

NADP™*
Gluation-red-cz>
\rmdicam:nte
G-SH G-S-S-G

toxicitatea oxigenului(231).

Figura 6.4.1 Rolul methemoglobin reductazei (MHbr) in transformarea
methemoglobinei (MHb) si blocarea reactiilor enzimatice prin medicamente
methemoglobinizante; Fp- flavoproteine, G-SH-glutation redus, GSSG-glutation oxidat,
EMP- glicoliza pe calea Embden-Meyerhoff-Parnas, HMP- suntul hexozomonofosfatilor;
G-6-P-glucozo-6-fosfat, G-6-PDH-glucozo-6-fosfatdehidrogenaza (312)
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Allium sativum s-a dovedit a fi o plantd cu efect antioxidant extrem de eficace.
Totusi pana in prezent in literatura studiata nu au fost intdlnite referiri complete la efectul
posibil al diferitelor tipuri de extracte de Allium sativum asupra parametrilor sanguini ai
organismelor animale ; pentru a putea corela valorile acestor parametri cu dozele de
extract in vederea atingerii unor efecte benefice asupra acestor organisme, au fost
efectuate diferite studii cu scopul de a identifica, in functie de doza administrata :

e modificérile ce apar la nivelul principalilor parametri sanguini

e modificarile ce apar la nivelul activitatii unor enzime plasmatice si eritrocitare

¢ modificarile ce apar la nivelul unor organe, precum si

e modificarile ce apar la nivelul formulei leucocitare .~
la sobolani tratati atit cu extracte apoase concentrate cat si cu extracte apoase diluate de
Allium sativum

Fiind bine cunoscute efectele bactericide si bacteriostatice cat si influenta pozitiva
asupra sistemului cardiovascular , in urma administrarii unor extracte de Allium sativum,
in lucrarea de fatd ne-am propus urmarirea influentei unui extract concentrat de Allium
Sativum autohton asupra formulei leucocitare, a unor parametri biochimici si asupra unor
organe (ficat, splina, rinichi) la sobolanii de laborator.

Au fost urmarifi  urmatorii  parametri  biochimici:  hemoglobinemia,
methemoglobinemia, sideremia si proteinemia .

S-au determinat activitatile urmaétoarelor enzime oxidoreducdtoare : catalaza (
E.C.1.11.1.6.), methemoglobin reductaza (E.C.1.4.1.6) si glutation reductaza(E.C.1.6.4.2.)
precum si activitatea transaminazelor alaninamino transferaza ~ALAT (E.C.2.6.1.2.) si
aspartatamino transferaza-ASAT (E.C.2.6.1.1.) .

6.4.1. Influenta unui extract concentrat asupra unor enzime oxidoreducitoare
(catalaza, methemoglobin reductaza, glutation reductaza) si a unor parametrii
biochimici in striansi corelatie cu oxidoreductazele.

6.4.1.1. Material si metoda:

Experimentul a fost efectuat asupra a 150 de sobolani de linie Hooder si Wistar,
impartiti in trei loturi de sobolani, a cate 50 de indivizi fiecare. Loturile au fost omogene
in ceea ce priveste greutatea, varsta gi sexul animalelor.

Sobolanii au fost mentinuti tot timpul experimentului in conditii corespunzatoare

atét din punct de vedere al microclimatului cét si al calitatii furajelor.
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Administrarile au fost efectuate, la cele trei loturi, zilnic, timp de sapte zile, dupa
cum urmeaza:

e Lotului 1 1 s-au administrat i.m. 0,2 ml extract concentrat de Allium sativum
(0.72g tiosulfinati/ 100g material crud corespunzitor unei doze de 10mg
tiosulfinati /kgcorp /zi) (AS);

e Lotului al 2-lea 1 s-a administrat per os 0,5 ml solutie 1% de acid ascorbic
corespunzator unei doze de 20 mg acid ascorbic/kg corp /zi (AA),

e Lotului al 3-leai s-a administrat per os 0,5 ml apa distilatd (lot martor-M).

Din fiecare lot s-au efectuat sacrificari a céte 5 indivizi, zilnic, pdna in ziua a saptea

a experimentului. Dupd sistarea administréarii, sacrificarile au continuat dupa acelasi sistem
in ziua a 9-a respectiv a 12-a zi a experimentului ; au fost efectuate pe perioada
experimentului 9 recoltari de sange si organe.

Inainte de fiecare sacrificare s-a recoltat prin punctie cardiaca, singe pe
anticoagulant Heparind ( 5000 UI). Dupa sacrificare s-au recoltat de la fiecare individ,
urmatoarele organe: ficat, rinichi si splina.

Au fost determinate urmatoarele enzime:

- din eritrocit : enzimele oxidoreducatoare

e catalaza eritrocitara prin metoda colorimetricd Sinha, ~

¢ methemoglobin reductaza si

e glutation reductaza prin metode spectrometrice,

- din plasma : transaminazele- alanin amino transferaza (ALAT) si aspartat amino
transferaza (ASAT) prin metode spectrometrice  “(_

precum si urmatorii parametri biochimici:

hemoglobina, prin metoda Drabkin,

methemoglobina prin metoda cu cianmethemoglobind

sideremia prin metoda Heilmeyer i

proteinele totale - prin metoda Gornal
Dozarea activitatii catalazei sanguine
Catalaza sanguina s-a determinat prin metoda colormetricd Sinha (279). Aceastd
metoda se bazeaza pe faptul ca dicromatul de potasiu este redus in mediu acid , de cétre
peroxidul de hidrogen, la acetat cromic, compus colorat in verde care se poate

fotocolorimetra la 570nm.
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Astfel, catalaza sanguini se lasa si actioneze asupra unei cantititi fixe de H,0,, o
perioadd determinatd de timp, apoi reactia enzimatica este opritd prin addaugarea unui
amestec de K,Cr,0; in solutie de acid acetic glacial , iar cantitatea de H,O, rimasi este
determinatd prin diferenta fata de o proba etalon.

Mod de lucru:

Peste 0.1 ml de sange s-au adaugat 0.4 ml solutie tampon fosfat cu pH= 7 si 0.5 ml
H>0,0.16 M. Dupa o scurta agitare , s-a incubat 1 minut la termostat la temperatura de 25
°C. S-au addugat apoi 2 ml de solutie de K;Cr,07 1% 1n acid acetic glacial . Probele s-au
supus apoi fierberii timp de 10 minute , apoi solutiile s-au racit sub jet de apa si s-au citit
densitiatile optice la A= 570nm.

In paralel s-a efectuat si o proba etalon cu 0.5 ml H,O0, 0.16M .

Calculul a fost efectuat dupa relatia:

Eetalon — Eproba

activitatea catalazica (uMH,O,/min. ml) = 10 - dilutia

Eetalon
Determinarea activititii methemoglobin reductazei (MHbr) (178)

Principiul care std la baza determinarii activitatii methemoglobin reductazei este
transformarea integrala a hemoglobinei (Hb), prin nitrare, in methemoglobina (MHb). in
timpul incubdrii cu lactat, methemoglobina este redusi in functie de activitatea
methemoglobin reductazei prezente. Se determind concentratia methemoglobinei la
inceputul incubarii si dupa 4 ore prin determinarea densitatilor optice la 540nm.

Mod de lucru:

La 0.2 ml sdnge heparinat , s-a addugat solutie de nitrit in exces. Dupa 15 minute s-a
spalat de 6 ori cu solutie izotonicd de NaCl 0.85%; suspensia bruna de eritrocite obtinuta
s-a suspendat apoi in 1.8 ml solutie izotonicd de NaCl 0.85% si 0.2 ml solutie tampon
fosfat pH=7. Din aceasta suspensie s-au luat 1 ml si s-au introdus intr-o eprubeta , peste
care s-au addugat 0.1 ml solutie de lactat de sodiu (solutie 5 %) . In aceasta suspensie s-a
barbotat gaz metan dupa care eprubeta inchisa ermetic , a fost introdusa in termostat la
temperatura de 37 °C unde a fost mentinuta timp de 4 ore.

Calculul activitatii methemoglobin reductazei s-a efectuat cu urmatoarea formula:

Concentratie MHb dupa incubare

Hb redusa = x 100

Concentratie MHb 1nainte de incubare
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Determinarea activitatii glutation-reductazei (178)

Principiul care sta la baza determindrii glutation-reductazei este reactia de
transformare a glutationului din forma oxidata (G-S-S-G) in forma redusa (G-SH), in
prezenta NADPHj; (nicotinamid adenin dinucleotid-forma redusd) . Reactia catalizatd de
glutation-reductaza este:

G-S-S-G +NADPH, ——— 2 G-SH + NADP

Mod de lucru:

in vederea obtinerii unet mase eritrocitare cat mai pure s-au introdus 0.2 ml sange
proaspat recoltat intr-o eprubetd de centrifuga si s-a centrifugat timp de 10 minute , la
2500 rot/min , pe o centrifuga Janetzky de laborator. S-a indepartat supernatantul , dupa
care a urmat o serie de 6 spalari a sedimentului eritrocitar ; fiecare spilare a fost urmata de
o noua centrifugare; spalarile fiecdrei probe s-au realizat cu cate 3 ml solutie izotonicad de
NaCl 0.85%; spalare/proba; aceste spalari au fost necesare pentru indepartarea totald a
stromei §i obtinerea unui sediment eritrocitar cat mai pur;.

Intr-o cuva de 0.5ml a unui spectrofotometru Specord in U.V s-au introdus 0.05 ml
solutie de NADPH; (6mM, in tampon trietanolamind S0mM-EDTA 5 mM, pH=7.5) peste
care s-au introdus 0.1 ml hemolizat . Acest amestec s-a incubat la temperatura de 25°C ,
timp de 1 minut, dupi care, reactia se declanseaza adaugand in amestecul de reactie 0.1ml
solutie de glutation oxidat (G-S-S-G) (75mM, in acelasi tampon : trietanolamina-EDTA,
pH=7.5). S-a inregistrat variatia extinctiei timp de 5 minute. S-au obtinut o serie de spectre
din care au fost determinate activitdtile glutation-reductazei la A=340nm, in functie de
densitatile optice si de timpul de reactie (178).

Valorile normale se situeaza intre 0.7-1.7 pumoli/min/g Hb (5).

Calculul activitatii enzimei glutation reductaza s-a efectuat cu ajutorul formulei:

125 -AFE

umoliGSSG / min/ gHb = -
C yp. - MiN

Dozarea hemoglobinei (Hb)

Pentru determinarea hemoglobinei , s-a utilizat metoda Drabkin (178), care se
bazeazi pe transformarea hemoglobinei in cianmethemoglobind prin adaugarea de

fericianura de potasiu, dupa care se masoara densitatea opticd la A = 540nm.
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Mod de lucru:

Intr-o eprubetd s-au introdus 0.02ml sange proaspdt recoltat, cu ajutorul unei
micropipete Hagedorn; peste acesta s-au addugat 5 ml reactiv Drabkin( 0.02g%
KsFe(CN)s, 0.005g%KCN si 0.1g%NaHCO3) . Pentru perfectarea reactiei proba s-a lisat
20 de minute in repaus, cind s-a obtinut un compus de culoare galben-roscat; s-a citit
densitatea optica la 540 nm la fotocolorimetrul Spekol, comparativ cu o proba martor si o
proba etalon ( solutie cu standard de cianmethemoglobina -80mg/100ml )

Continutul de hemoglobina in g/100 ml s-a calculat cu formula :

Eproba - FEmartor

gHb /100 ml = 10 =7 - 251

claton

Eetalon - Emartor

unde: cea10n = concentratia solutiei etalon ( mg/100ml)

251 = reprezinta dilutia sangelui (0.02 m! sdnge st S ml reactiv Drabkin)

Valorile normale la sobolan sunt cuprinse intre 11-18 g/100ml(5)

Dozarea methemoglobinei (MHDb)

Methemoglobina formata sub actiunea oxidantilor prezinta un maxim de absorbtie la
630 nm, care dispare ciand methemoglobina este transformatd in cianmethemoglobina
(178).

Determinarile se efectueaza comparand doua probe:

e Proba A- consti in transformarea intregii cantitdti de hemoglobina in
methemoglobina cu ajutorul fericianurii de potasiu , iar dupd addugarea cianurii
de potasiu , intreaga cantitate de hemoglobina (hemoglobind+methemoglobina)
este prezenta sub forma de cianmethemoglobina.

e Proba B- se transforma doar methemoglobina prezent in cianmethemoglobina

Mod de lucru:

0.2 ml de sange s-au hemolizat in 5 ml apa distilatd , dupa care proba s-a lasat in
repaus 20 de minute si s-au adaugat Sml solutie tampon fosfat 0.016M de pH= 6.5 dupa
care probele s-au centrifugat pe o centrifuga Janetzky de laborator, timp de 10 minute la
3500 rot/min.

Din supernatantele obtinute , s-au introdus céte 3ml in cate doua eprubete(A si B)

pentru fiecare proba, dupa care s-au adaugat reactantii dupa cum urmeaza:
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Reactanti Proba A Proba B
Supernatant (ml) 3.0 3.0
Sol. K3Fe(CN)g 0.1 -

152mM (ml)
H,O bidistilata - 0.1
- s-au efectuat citirile densitatilor optice la A= 630 nm
ElA EIB
Sol. KCN 77mM 0.1 0.1
(ml)

- s-au efectuat din nou citirile densitatilor optice, dupa un repaus de 5
minute,la A = 630 nm E,A E,B

Calculul a fost efectuat dupa formula:

% My = LB EWB g
E A - E,A
Valorile normale : 0.2-1% din Hb totala, %Hb : 6.9 —15.3 (5).
Dozarea proteinelor serice prin metoda Gornall -

Proteinele formeazad cu ionul de cupru in solutie alcalind un complex de culoare
violetd cu absorbtie maxima la 546 nm.. S-a ales aceastd metoda datoritd faptului ca ea
reprezinta o tehnica simpla, expeditiva si reproductibild , sensibilitatea ei fiind de 100 pg.

Mod de lucru:

Intr-o eprubetid s-au introdus Sml reactiv Gornall si 0.1 ml ser pipetati cu o
micropipetd Hagedorn. Amestecul de reactie s-a ldsat in repaus 30 de minute pentru
dezvoltarea culorii dupa care s-a citit densitatea optica a probet la A= 546 nm. in paralel s-
a efectuat o proba martor cu ser fiziologic si o proba etalon in care in loc de ser s-au
pipetat 0.1 ml de solutie de albumina serica bovina (0.6g /10 ml apa distilata)

Calculul s-a efectuat dupa urmatoarea formula:

Eproba - Emartor

g proteine [100 ml ser =
Fetalon - Emartor

unde Cegalon = 62/100 ml ; Valorile normale: 5.6-7.6 mg/100ml (5).
Determinarea activitiitii transaminazelor serice (alanin amino-transferaza

ALAT si aspartat amino-transferaza ASAT) 7

Prin tratare cu solutia alcalind de 2,4-dinitrofenilhidrazina , acidul piruvic format

prin reactia dintre alanind , respectiv acidul aspartic i acidul o -cetoglutaric , formeaza
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fenilhidrazonele respective. Compusii formati absorb selectiv la lungimea de unda de

540nm (178).

S-a utilizat urméatoarea metoda generala de lucru , pentru ambele transaminaze:

Reactivi (ml) ALAT ASAT
Substrat ALAT 1.0 —
Substrat ASAT — 1.0

Ser 0.2 0.2

S-au agitat eprubetele si s-au introdus in termostat timp de 30 minute pentru ALAT,

respectiv 60 minute , pentru ASAT , la temperatura de 37 °C, dupa care s-au adaugat

2,4-dinitrofenil 1 1
hidrazina 1mM

S-au lasat probele in repaus, la temperatura camerei , pentru perfectarea reactiei timp

de 20 de minute, dupa care s-a adaugat

NaOH 0.4n 10 10

Probele au dezvoltat o culoare galben rosietica, s-au agitat si li s-au efectuat citirile
la spectrofotometrul Spekol la lungimea de 540nm fatd de probele martor respective
pentru fiecare dintre enzime. S-a utilizat de asemenea pentru fiecare enzima o proba etalon
ce a continut solutie de piruvat de sodiu 2mM. Concentratiile de acid piruvic rezultat, au

fost comparate cu cele obtinute din curba de etalonare prezentata in capitolul 5.

Calculul cantitatii de acid piruvic rezultat in urma reactiei enzimatice a fost efectuat

cu formula :

probu martor

wmoli  piruvat/min37°C =

etalon ;
ctalon

unde Cealon= concentratia piruvatului de sodiu

t = timpul de termostatare (30 minute pentru ALAT ; 60 minute pentru ASAT)
6.4.1.2. Rezultate si discutii
In urma studiilor efectuate pe singele recoltat de la sobolani tratati cu extract

concentrat de Allium sativum s-au obtinut urmatoarele rezultate:
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6.4.1.2.1. Influenta unui extract concentrat de Allium sativum asupra

activitatii catalazei sanguine

Valoarea lotului martor se situeaza la valori cuprinse intre 20.13-26.84 mg
H,0,/gHb, in timp ce valorile catalazei la ambele loturi, atat la cel céruia i s-au
administrat trei doze de extract concentrat de Allium sativum (AS)( 0.2ml/ individ
- 1.m), cét §i celui céruia i s-a administrat trei doze de acid ascorbic ( sol.2 %-
0.5ml/individ-per os) , se situeaza la valori cuprinse intre 47-49.3 mg H,0,/gHb (
la lotul tratat AS),cu 95% mai ridicate decét a lotului martor, respectiv 53 — 66.73
mg H,0,/gHb ( la lotul tratat cu acid ascorbic), ceea ce reprezinta valori cu 100.8-
161.7 % ori mai ridicate fatd de lotul martor (tabelul 6.4.1).

La o marire a numérului de doze , valorile catalazei scad ; astfel, dupa
administrarea a 4 doze valorile catalazei se situeaza la valori cu 83.7 % mai mici (
la lotul tratat cu AS) respectiv cu 52.2% mai mici la lotul tratat cu acid ascorbic
(AA).

Dupa administrarea a 5 doze, valorile activitatii catalazei se situeaza la
valori apropiate de ale lotului martor.

In urma sistarii administrarii de extract respectiv de acid ascorbic, valorile
activitatii catalazei cresc din nou , apar valori cu 48 % mai mari decat a
martorului , la lotul tratat cu AS respectiv cu 71.2 % , la lotul tratat cu AA (grafic
6.4.1).

Comportarea activitatii catalazei la lotul tratat cu extract concentrat este
aproape similard cu cea a lotului tratat cu acid ascorbic: se inregistreazd o
stimulare a activitatii catalazei de catre extractul de AS, pana la o acumulare a
compusilor din extract care vor actiona ca inhibitori ai activitétii catalazice, cdnd
activitatea catalazica inregistreaza valori mai mici chiar decét la lotul martor.
Acest comportament denota ca extractul de Allium sativum are o influenta asupra

functiei eritrocitului similard a cu antioxidant acid ascorbic.

149
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Activitatea catalazei sanguine la sobolani tratati cu extract concentrat de
Allium sativum ( mg H,O,/ gHb )
Tabelul 6.4.1.

Zile AS AA M
recolt.

a-l1a 49.02+1.23 62.09 £2.55 24.81+1.88

a-2a 48.02+1.54 52.57 £2.05 26.18+1.43

a-3a 51.10+2.33 66.73+1.98 25.5+1.99

a-4a 49.30%1.75 40.86+1.67 26.84+2.01

a-5a 22.33+1.05 17.98+0.98 24.26x1.56

a-6a 15.79+1.32 19.61+0.68 20.131£0.98
Sist.+2 37.7311.34 43.66%1.55 25.5+0.87
Sist.+7 62.94+1.51 82.76+1.43 27.5+2.03
Sist.+X = X zile de la sistarea administrarii

Grafic 6.4.1

Determinarea activitatii catalazei sanguine la sobolani care au fost
tratati cu extract concentrat de Allium sativum

[IDif AS-M (%) EEEIDIf AA-M (%) ——AS ——AA —A—M
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Dif. AS-M % = diferenta in % a activitatii catalazice la lotul cu AS fatd de M
Dif. AA-M % = diferenta in % a activitafii catalazice la lotul cu AA fatd de M
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6.4.1.2.2. Influenta extractului concentrat asupra activititii methemoglobin

reductazei

Activitatea methemoglobin reductazei ( MHb reductazei) la lotul martor se
situeazd la valori cuprinse intre 8.26 +0.17 si 13.23 + 0.26 %/h (tabelul 6.4.2).

In ceea ce priveste dinamica activitati MHb reductazei, pe tot parcursul
experimentului , se inregistreaza o evolutie in paralel a lotului tratat cu extract
concentrat de AS si a celui tratat cu solutie de AA;

Astfel, dupa primele doua doze, valorile activititii MHb reductazei se gisesc la
valori apropiate de cele ale martorului, pentru ca, odata cu crestera dozei — 3 respectiv
5 doze- sa se observe o crestere bruscd a activitatiit MHb reductazei, cu 119.1% mai
mare decat a lotului martor in cazul lotului tratat cu AS respectiv o crestere cu 98.3 %
pentru lotul AA, dupa trei doze, pentru ca dupa cea de-a cincea doza, activitatea MHb
reductazei sa se apropie de valori cu 97.3% mai mari fatd de lotul martor, pe cand , la
lotul cu acid ascorbic cresterea marcantd sa se observe la cea de-a cincea dozi (
199%).

Dupa 6 doze administrate, la ambele loturi se observa o reducere a activitatii
enzimei, ca in urma sistarii administrarii , atit a extractului cat si a solutiei de acid
ascorbic se observa o revenire a activititiit MHb reductazei la lotul cu AA, la valorile
martorului( 10.75 %/h), spre deosebire de AS care are un efect de diminuare a actiunii
MHDb reductazei sub nivelul lotului martor( 7.84 %/h — cu 27.1 % mai mica).

In concluzie , comparativ cu actiunea stimulatoare imediata, atat la extractul de
Allium sativum cét si a acidului ascorbic asupra activitatii catalazei, comportamentul
acestora fatd de activitatea methemoglobin reductazei este diferitd , i anume : se
observa o diminuare a activitatii enzimei, la ambele loturi , dupa primele doua doze,
pentru ca dupa o anumita acumulare de substante administrate , activitatea enzimei s
creasca ; Sistarea administrarii de extract concentrat , conduce la o diminuare cu 27.1

% fata de martor , respectiv fatd de lotul caruia i s-a administrat acid ascorbic.
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Activitatea methemoglobin reductazei sanguine la sobolani tratati cu
extract concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.2
Zile MHb reductaza (%/h)
recolt.
AS AA M
a-1a 12.21 +£0.11 12.72+0.41 13.2310.34
a-2a 10.7110.71 9.54%0.27 9.85+0.22
a-3a 24.06+£0.44 21.77£0.44 10.98+0.54
a-4a 12.26+0.43 20.41£0.43 9.7540.33
a-Sa 16.3010.22 24.70+0.22 8.26+0.45
a-6a 13.4010.32 16.40+0.44 9.9310.34
Sist.+2 17.50%0.76 21.17+0.22 10.17£0.12
Sist.+7 7.84 £0.17 10.75+0.60 10.75%0.23
Grafic 6.4.2

Methemoglobin reductaza la sobolani care au fost tratati cu extract
concentrat de Allium sativum

[IDif AS-M (%) EEEDif AA-M (%) —B—AS —6—AA —4—M
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6.4.1.2.3. Influenta unui extract concentrat de Allium sativum asupra
activitatii glutation reductazei

Glutation reductaza se dovedeste a fi enzima cea mai afectatd de administrarea
extractului de Allium sativum.

Spre deosebire de celelalte doud enzime glutation reductaza manifesta un
comportament total antagonist. Astfel la lotul tratat cu extract concentrat de AS, se
inregistreaza valori de 4.77-5.71 Ul in primele 5 zile de administrare , valori ale
activitatii glutation reductazei cu o medie de 45% mai scazute fata de martor.

La lotul tratat cu acid ascorbic activitatea glutation reductazei inregistreaza un
comportament total opus; astfel , dupa primele 3 doze de AA, activitatea glutation
reductazei este cu 17% mai ridicata ( tabelul 6.4.3 si graficul 6.4.3).

Odata cu marirea dozei, activitatea glutation reductazei creste cu 81.8 % fata de
lotul martor, pentru ca apoi sé scada din nou, dar activitatea se mentine la valori cu 32
% mai crescute.

La sistarea administrarii extractului de AS si de AA, activitatea enzimei, dupa
ce a atins valori similare cu cele ale martorului, dupa 7 zile creste la ambele loturi cu
7%.

Se poate concluziona ca o crestere a dozei de AS concentrat, inhiba activitatea
glutation reductazei in paralel cu stimularea activitdtii MHb reductazei, respectiv a
catalazei, pentru ca prin micsorarea cantitatii de extract din singe, ambele tipuri de

solutii administrate , si actioneze ca stimulatoare a celor 3 enzime.
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Activitatea glutation reductazei sanguine la sobolani tratati cu extract
concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.3

Ziua Glutation reductaza (UI)
recolt.

AS AA M
a-la 4.77+0.21 8.64+0.32 8.68+0.32
a-2a 5.71£0.34 9.7810.56 8.251+0.44
a-3a 4.4510.43 9.54£0.65 8.1510.11
a-4a 4.45+0.37 14.8710.56 8.18+0.35
a-Sa 4.47+0.43 11.4610.62 8.72+0.24
a-6a 7.11£0.65 10.61+0.45 8.04+0.33

Sist.+2 8.78+0.34 8.27+0.53 8.67%0.65
Sist.+7 8.89+0.25 8.89+0.31 8.31£0.12
Grafic 6.4.3
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6.4.1.2. 4. Influenta unui extract concentrat de Allium sativum asupra
proteinemiei
Valoarea proteinelor totale dupd prima doza (tabelul 6.4.4, graficul 6.4.4),

respectiv a treia doza, la toate cele trei loturi se situeaza la valori asemandtoare celor

din literatura de specialitate: 6.49+0,39 g/100 ml (5).

Tabelul 6.4.4
Ziua recolt. Proteinemia g%
AS AA M
a-la 6.16+0.69 7.61£0.23 7.01£0.55
a-3a 6.14+0.22 7.5710.43 6.29+0.34
a-7a 5.3310.44 6.53+£0.35 6.4910.21
Sist.+ 7 zile 6.97+0.22 6.5410.11 6.12+0.33
Grafic 6.4.4

Proteinele la sobolani care au fost tratati cu extract concentrat de
Allium sativum
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Dupa administrarea a 7 doze . valoarea proteinclor scade cu 17.9% la lotul
caruia i s-a administrat extract de Allium Sativum, fata de valorile din literatura de
specialitate.

in urma sistarii administrarii - dupa 14 zile - valorile proteinelor revin la normal
si chiar depéasind valorile lotului martor cu 13.9 %.

La lotul tratat cu acid ascorbic( solutie 2 %), dupd primele 3 doze, proteinemia
prezintd o crestere cu 20.3 % fatd de valoarea martorului, pentru ca la 7 zile de la
sistarea administrérii, proteinemia sa prezinte o valoare medie de 6.54 +0.50g %, cu

6.9 % mai ridicate fatd de a martorului.

Scaderea proteinemiei la lotul tratat cu extract concentrat de Allium sativum se poate

explica prin faptul ca in concentratii §i doze mari , extractul concentrat actioneazi ca un

toxic, inhiband sinteza de proteine.

6.4.1.2.5. Influenta extractului concentrat de Allium sativum asupra
hemoglobinemiei

Rezultatele determinarilor sunt prezentate in tabelul 6.4.5 si graficul 6.4.5.

Activitatea celor trei enzime se repercuteazi i asupra valorilor
hemoglobinemiei.

Prin urmaérirea acestui parametru se observa urmatorele: in cazul lotului tratat cu
extract concentrat de AS , hemoglobinemia suferd o scadere de la 11.04 + 0.032 dupa
prima doza, la 6.99 +£0.006 dupa cea de a treia doza , pentru ca dupa o usoara revenire,
la valori ce se situeaza la nivelul valorilor normale |, la doua zile de la sistarea
administrarii, hemoglobina sd scada la valori de 6.44 £ 0.052 g %, cu 36.9 % mai
scdzuta fata de martor.

Acidul ascorbic are o influentd pozitivd asupra hemoglobinemiei , valorile
acesteia se situeaza la limita superiorda a valorilor de referintd din literatura de
specialitate ( 12.95 £ 0.082) pentru ca apoi, dupa sistarea administrarii, Hb sa sufere o
scidere importantad , pana la valori cu 34.5 % mai scdzute fatd de Jotul martor care
prezinta o valoare medie de 11.3 + 0,004.

Cauza acestor scaderi si ale hemoglobinei s-ar putea datora unor deficiente in

sinteza hemului datorita nivelului scazut al sideremiei.
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Valorile medii ale hemoglobinemiei sanguine la sobolani tratati cu extract

concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.5.
Hemoglobina g%
Ziua recolt. AS AA M
a- la 11.0410.69 12.95+0.03 11.43+0.043
a-3a 6.99+0.022 11.04+0.05 11.3+0.049
a-T7a 10.3£0.05 12.69+0.03 11.8410.01
Sist.+ 7 zile 6.4410.056 6.69+0.032 10.21+0.056
Graficul 6.4.5

Hemoglobina la sobolani care au fost tratati cu extract concentrat

de Allium sativum
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6.4.1.6. Influenta unui extract concentrat de Allium sativum asupra

methemoglobinemiei (MHDb)

Dinamica MHb poate fi corelata cu cea a hemoglobinemiei. Astfel, la lotul tratat cu
extract concentrat de Allium sativum se observd o crestere proportionala a MHb cu
scdderea hemoglobinemiei.

Dupa primele trei doze de extract, methemoglobinemia se gaseste la valori de 0.065
10.002 g % cu 103.1 % mai cescute fata de valoarea martorului, care inregistreaza o
valoare medie de 0.032 + 0.001g%. Pe masurda ce numarul dozelor creste, se observa o
diminuare a MHb, la o valoare medie de 0.019+ 0.001g% cu 51.3% mai scdzuta decit a
martorului (0.039+0.001g%).

Acidul ascorbic nu are o actiune la fel de drastica ca si a extractului concentrat,
valorile MHb situandu-se dupa primele trei doze la valori apropiate de ale martorului.in
schimb, dupd 7 administrari, MHb suferd o reducere puternica, cu 64.1% fatd de a
martorului, situatie ce se regaseste intr-o crestere concomitentd ( tot dupa administrarea a
7 doze ) a hemoglobinemiei (tabelul 6.4.5).

Aceeasi corelare se poate face §i cu o crestere concomitentd a activitdtii
methemoglobin reductazei, la lotul tratat cu acid ascorbic , a cérei activitate este vizibil
stimulatdi de acidul ascorbic, avand drept consecintd valori mai scdzute ale
mehemoglobinemiei, respectiv mai ridicate ale hemoglobinemiei.

O actiune antagonista cu cea a AA se poate observa la lotul tratat cu extractul de AS.

Asfel, o activitate mai scazutd a catalazei si a MHb reductazei , implica o scadere a
cantititii de hemoglobind respectiv o crestere a cantitdtii de methemoglobind (tabelul
6.4.5. , tabelul 6.4.6 , graficul 6.4.6).

Aceste observatii sunt in concordanté cu datele din literatura (310)
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Valorile medii ale methemoglobinemiei sanguine la sobolani tratati cu
extract concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.6.

Nr.recoltare Methemoglobina g%
AS AA M
al-a 0.07210.004 0.032£0.003 0.034+0.007
a3-a 0.065+0.002 0.037+0.001 0.032+0.001
a7-a 0.019+0.001 0.01410.003 0.039+0.009
Sist.+7 zile 0.02410.002 0.022+0.005 0.029+0.001
Graficul 6.4.6

Methemoglobina la sobolani care au fost tratati cu extract
_concentrat de Allium sativum
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6.4.1.7. Influenta unui extract concentrat de Allium sativum asupra sideremiei

Valoarea sideremiei prezinta un aspect diferit fata de evolutia proteinemiei
(tabelul 6.4.4.), si anume: dupa prima doza administrata, la lotul cu AS se observi o
crestere a valorilor sideremiei (cu 9% ) fatd de lotul martor.

Dupa administrarea a 3 doze, respectiv a 7 doze se petrece un fenomen invers
si anume, datoritd concentratiilor crescute in sdnge atat de extract cat si de acid
ascorbic, aceastea conduc la o scadere a sideremiei cu 45.2 %(AS) respectiv 48.7%
(AA), ceea ce se observa si din valorile obtinute (tabelul 6.4.7.). Aceasta influenta
negativa se mentine la lotul cu AS, chiar si la 7 zile de la sistarea administrarii; se
observa o scaderea valorilor sideremiei cu pana la 59.7%.

La lotul tratat cu acid ascorbic se observa un comportament similar cu al
lotului tratat cu extract de Allium sativum (scaderea sideremiei inregistreaza o
scadere de pana la 47.6%) (graficul 6.4.7).

Scaderea sideremiei se accentueaza pe masurd ce cresc dozele administrate,
astfel ca si dupa sistarea administrarii de extract concentrat, nivelul sideremiei si se
gaseasca la o valoare de 42.5 pg Fe % cu 59.7% mai scazuta decat valoarea
martorului.

Scaderea sideremiei s-ar putea explica prin captarea fierului in macrofagele
activate din splind sau maduva hematogena, observatii ce sunt confirmate si de
determinarile efectuate pe organele de sobolan.

in concluzie, ca urmare a studiului parametrilor biochimici (6.4.1.1-6.4.1.7) se poate
afirma cd extractul concentrat de Allium sativum actioneazd ca o substantd
methemoglobinizanta ceea ce conduce la aparitia de corpi Heinz .

Dinamica parametrilor biochimici studiati se coreleazad si cu activitatea enzimelor
oxidoreducatoare prezentate anterior. Aceaste enzime, la lotul tratat cu extract concentrat
de Allium sativum , prezintd o activitate total antagonistd cu a celor de la lotul tratat cu
acidului ascorbic, astfel ca valoarea crescutd a MHb, ce apare concomitent cu cresterea
dozelor de extract concentrat de AS, se poate explica prin insuficienta mecanismelor
reducatoare, ceea ce conduce la acumularea de MHb in eritrocite, in cantitati patologice,

rezultind methemoglobinemie manifesta.
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Valorile medii ale sideremiei sanguine la sobolani tratati cu extract

concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.7.

Nr.recoltare Fe pg%ml sange
AS AA M
al-a 120.4+2.54 102.6£2.76 110.48+2.23
a 3-a 88.40+1.33 76.913.44 107.60+3.44
a7-a 50.00%2.56 46.8+5.11 91.30+5.22
Sist.+ 7 zile 42.50+4.55 55.3+2.71 105.48+5.34
Graficul 6.4.7.

Fe la sobolani care au fost tratati cu extract concentrat de Allium
sativum
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Reprezentarea  corelatilor  activitatilor oxidoreductazelor cu  valorile
hemoglobinemiei si methemoglobinemiei este redata in graficul 6.4.8
Grafic 6.4.8.
Reprezentarea corelatilor activititilor oxidoreductazelor cu valorile

hemoglobinemiei si methemoglobinemiei

Cat
MHbr
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In cazurile in care hemoglobina este instabild, se poate forma methemoglobina, care
de obicei pierde hemul din lantul B si se leaga de alte hemoglobine denaturate, de glutation

sau de alte substante din eritrocit. Agregatele formate se leagd de aceasta prin legdturi

disulfurice , de grupele tiol, ceea ce are ca efect alterarea permeabilitdfii membranei

eritrocitelor. Grupele tiol blocate determind perturbarea "pompei de ioni” §1 cresterea

permeabilitdtii membranei ( 310)
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6.4.1.8. Influenta extractului concentrat de Allium sativum asupra

transaminazelor serice

In vederea stabilirii gradului de afectare a ficatului prin administrarea extractului
de Allium sativum pe aceleasi loturi prezentate mai sus, au fost efectuate si
determindrile activitatii alanin aminotransferazei (ALAT) cat si a aspartat amino
transferazei ( ASAT).

In urma determinarilor efectuate s-a observat o dependentd intre numarul dozelor
administrate si dinamica activitatit ALAT(226).

Astfel , in urma administrarii primei doze de extract concentrat s-a inregistrat o
valoare de 30.7 = 0.27 Ul ceea ce reprezinta o valoare ce se situeaza in limitele normale
din literatura de specialitate, dar cu 14 % mai scazuta fata de lotul martor; la lotul tratat
cu acid ascorbic se inregistreazd o scadere a activititii enzimei cu 58 % mai scazuta
decét a lotului martor.

Pe masuri ce creste doza de AS administratd, creste si activitatea enzimei ALAT ,
astfel ca dupa 7 doze , se inregistreaza o crestere cu 118.5 % fatd de lotul martor ; spre
deosebire de aceasta , la lotul tratat cu acid ascorbic se remarcd o crestere mult
diminuat a activitatii ALAT, de numai 6.3 % fatd de lotul martor.

La 7 zile de la sistarea administrarii, activitatea enzimei ALAT creste in
continuare la lotul tratat cu AS, atingand o valoare cu 150.3 % mai mare decét a lotului
martor.

Se poate concluziona cd extractul de AS afecteazd in mod evident functiile
normale ale hepatocitului.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.4.8 si graficul 6.4.9.

BUPT



164

Valorile medii ale activitatii alanin aminotransferazei (ALAT) la sobolani

tratati cu extract concentrat de Allium sativum

Tabelul 6.4.8

Nr.recoltare ALAT (UI)
AS AA ‘ M
al-a 30.71£0.27 15+0.15 35.71£0.30
a 3-a 25.8+1.12 25.4+£0.91 28.9+0.83
a7-a 73.24£2.33 35.6+0.93 33.5£0.19
Sist.+7 zile 78.1£2.02 39.1+1.69 31.2£1.50

Graficul 6.4.9

Transaminazele serice ALAT la sobolani care au fost tratati cu
extract concentrat de Allium sativum
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O evolutie asemanatoare se inregistreaza si la enzima aspartat amino transferaza.
Rezultatele sunt redate in tabelul 6.4.9 si graficul 6.4.10
Valorile medii ale activititii aspartat amino transferazei(ASAT) la sobolani

tratati cu extract concentrat de Allium sativum
Tabelul 6.4.9

Nr.recoltare ASAT (UD)

AS AA M
al-a 63.1£1.34 55.7+1.72 56.8+£2.07
a3a 76.4 £2.15 63.6£1.97 60.3+£2.01
a7-a 77+1.89 68.8+1.22 55.53%£3.01

Sist.+7 zile 79.8+£1.75 81.6+2.30 56.3+3.20

Graficul 6.4.10.

Transaminazele serice ASAT la sobolani care au fost tratati cu
extract concentrat de Allium sativum
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Din graficul 6.4.10. se poate observa o similitudine in evolutia activitatii ASAT cu a
enzimel ALAT, dar totusi nu se remarca o influentd asa de drasticd la aceastd enzima.
Astfel, in urma administrarii primei doze se 1inregistreaza o valoare de 63.1+ 1.34 Ul ,
care se situeazd la valori usor mai ridicate , cu 11.1 %. fata de lotul martor.

Crescand doza , se observa o crestere destul de lenta a activitatii enzimei, astfel ca
dupa cinci zile ASAT inregistreaza o crestere cu 38.7 %. Aceasta stimulare a activitatii
ASAT se manifesta si dupa sistarea administrarii extractului; se inregistreaza o crestere cu
41.7 % fata de valoarea martorului.

Lotul tratat cu acid ascorbic manifestd deasemenea o stimulare a activitatii ASAT |,
dar la valori mai mici ; cresterile se produc in mod constant odatd cu marirea dozei ,
atingdnd si aceasta, dupa sistarea administrarii o valoare cu 44.9 % mai mare decét a
lotului martor.

Raportul de Rittis , care in mod normal are o valoare de 1.3 , inregistreaza la lotul
caruia 1 s-a administrat extract concentrat o valoare de 1.1 , ceea ce reprezintd o
manifestare toxica clard asupra ficatului, manifestatd printr-o reactie de citoliza a acestuia.

Aceste valori sunt confirmate si de examenele histologice ale ficatului, splinei si
rinichiului, rezultatele carora vor fi prezentate ulterior , in subcapitolul 6.4.4.

In ceea ce priveste rezultatele obtinute la testarea extractului diluat de Allium

sativum, acestea sunt prezentate in continuare in subcapitolul 6.4.2.
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6.4.2. Influenta unui extract diluat asupra unor enzime oxidoreducatoare
(catalaza, methemoglobin reductaza, glutation reductaza) si a unor parametrii
biochimici in corelatie cu oxidoreductazele.

Rezultatele anterioare, obtinute prin administrarea uni extract concentrat de
Allium sativum, au permis continuarea lucrarilor si studierea acelorasi parametri in
cazul administrarii unui extract diluat, comparativ cu un lot tratat cu o solutie de acid
ascorbic 1%, respectiv a unui lot martor

6.4.2.1. Material si metoda

Experimentul a fost efectuat asupra a 150 de sobolani de linie Wistar, impartiti
in trei loturi de sobolani, a cate 50 de indivizi fiecare. Loturile au fost omogene in
ceea ce priveste greutatea, varsta si sexul animalelor.

Sobolanii au fost mentinuti tot timpul experimentului in conditii
corespunzatoare atit din punct de vedere al microclimatului cét si al calitatii furajelor.

Administrarile au fost efectuate zilnic, la cele trei loturi, timp de sapte zile,dupa
cum urmeaza:

e Lotului 1 i s-au administrat per os 0,5 ml extract diluat de Allium sativum (0.118g
tiosulfinati / 100g material crud ceea ce corespunde unei doze de 3.5mg
tiosulfinati/kgcorp/zi) (AS);

e Lotului al 2-lea i s-a administrat per os 0,5 ml solutie 1% de acid ascorbic (20 mg
acid ascorbic/kgcorp/zi) (AA),

e Lotului al 3-lea i s-a administrat per os 0,5 ml apa distilata (lot martor-M).

S-au efectuat sacrificari de cdte 5 indivizi, din fiecare lot, zilnic, pana in ziua a
saptea a experimentului apoi, dupa sistarea administrarii, a 2-a respectiv a 5-a zi.

inainte de sacrificare s-a recoltat singe pe anticoagulant Heparina( 5000 UI),
prin punctie cardiaci; s-au recoltat 1 urmatoarele organe (ficat, rinichi si splina) de la
fiecare individ.

6.4.2.2. Rezultate si discutii

In urma studiilor efectuate pe singele recoltat de la sobolani tratati cu extract
diluat de Allium sativum s-au obtinut urmatoarele rezultate:
6.4.2.2.1. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra activitatii
catalazei saguine
Activitatea catalazei in cazul martorului se situeaza la valori cuprinse intre 21-

25.9 mg H,0,/g Hb (tabelul 6.4.10 si graficul 6.4.11).
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Activitatea catalazei sanguine la sobolani tratati cu extract diluat de AS se
situeaza , pe tot parcursul administrarii extractului la valori sub valorile martorului,
scaderea variind intre 7.9 si 15% fatd de martor pani la administrarea a 4 doze,
pentru ca dupa a 5 a doza activitatea enzimei sa fie diminuati cu 26.8 %. In urma
sistarii administrarii extractului, activitatea catalazei se situeaza la valori ce se apropie
de valoarea martorului ( 23.82 + 0.32 mg H,0,/g Hb).

Valorile medii ale activitatii catalazei, la sobolani tratati cu extract diluat

de Allium sativum

Tabelul 6.4.10
Zi recoltare Catalaza (mg H,O,/g Hb)
AS AA M
a-la 22.85+3.44 24.15%2.11 24.81+1.11
a-2a 22.15+1.23 24.15%0.53 26.18+0.42
a-3a 24.15%1.56 23.48+0.79 25.520.76
a-4a 24.32+2.54 22.8240.69 26.84+0.33
a-Sa 17.7740.93 16.1+0.54 24.2620.71
Sist.+2 20.45+1.22 18.1140.66 20.1310.78
Sist.+7 23.8243.01 25.5+1.87 25.5+1.07
Graficul 6.4.11

Determinarea activitatii catalazei sanguine la sobolani care au fost
tratati cu extract diluat de Allium sativum
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Un efect similar de reducere a activitatii catalazei se inregistreaza si la lotul
tratat cu acid ascorbic, totusi o reducere mai pregnantid a activitatii catalazei se
inregistreaza o datd cu marirea dozelor si , in special, dupa administrarea celei de a 6-
a doze, pentru ca dupa sistarea administririi, activitatea catalazici sa revini la valori
similare cu cele ale martorului.

Se poate concluziona, cd atat extractul diluat de AS cat si solutia de acid
ascorbic ( 1 % ) administrate per os, au o actiune similara, ambele conducind la o
diminuare a activitatii catalazei spre deosebire de loturile tratate cu extract concentrat

cand activitatea catalazei sufera o crestere cu pana la 161.7 %.

6.4.2.2.2. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra activitatii

methemoglobin reductazei

Activitatea methemoglobin reductazei (MHbr) , la lotul tratat cu extract diluat ,
prezinta o evolutie aseménatoare cu a celui tratat cu extract concentrat , cu deosebirea
ca stimularea maxima a activitatii enzimei se situeaza la o valoare de 24.9 + 0.98 Ul
cu 126.8 % mai mare fatd de valoarea martorului ( tabelul 6.4.11 si graficul 6.4.12),
pe cand la lotul tratat cu extract concentrat , cresterea activitatii enzimei s-a obtinut
dupa 5 doze si se situa la valori cu 199 % mai mari fatd de valorile martorului (
tabelul 6.4.2 si graficul 6.4.2).

Dinamica activitdtii MHb reductazei este asemanatoare cu acelei de la lotul
tratat cu extract concentrat.

Astfel, in urma administrarii celei de a 2-a doze, efectul este imediat, activitatea
reducandu-se cu 7.4 % fata de martor; o datd cu cresterea dozelor, se inregistreaza o
crestere a activitatii enzimei (dupa administrarea a trei doze), pentru ca dupa sistarea
administrarii, activitatea MHb reductazei, sd& se mentind la o valoare aproape
constantd de 13.98 + 0.53 U.1,, cu aproape 40.8 % mai crescutd fatd de lotul martor.

O dinamicd asemanitoare se observa si la lotul tratat cu solutie de acid ascorbic.
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Valorile medii activititii methemoglobin reductazei, la sobolani tratati cu

extract diluat de Allium sativum

Tabelul 6.4.11
zi recoltare MHDbDb reductaza %h
AS AA M

a-la 13.89+0.11 18.99+1.56 13.23+1.54

a-2a 9.12+0.32 6.43+2.30 9.85+0.99

a-3a 24.9+0.98 21.87+1.06 10.98+2.34

a-4a 14.73£1.04 19.32+1.21 9.75+£0.70

a-5a 14.04+2.11 14.07+0.96 8.2610.43
Sist.+2 13.984+0.75 10.26+0.81 9.9340.11
Sist.+7 13.54£0.83 17.85+£1.26 10.17£1.87

Graficul 6.4.12

Methemoglobin reductaza la sobolani care au fost tratati cu extract
diluat de Allium sativum
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6.4.2.2.3 Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra activititii
glutation reductazei
Spre deosebire de lotul tratat cu extract concentrat de AS, care prezinta o
diminuare a activitatii enzimei cu 45.6 %, pe masura ce creste numarul de doze, la
Valorile medii activitatii glutation reductazei, la sobolani tratati cu extract

diluat de Allium sativum
Tabelul 6.4.12

zi recoltare Glutation reductaza Ul
AS AA M
a-l1a 14.91+1.22 12.58+2.03 8.68+1.55
a-2a 12.34+0.98 11.32+1.11 8.25+1.04
a-3a 7.13+£0.52 8.15+£1.90 8.15+1.24
a-4a 6.15+0.14 7.12+0.97 8.18+0.98
a-5a 6.03+0.34 6.7+0.54 8.72+0.78
a-6a 13.78+0.99 7.8610.66 8.04+0.24
Sist.+2 6.55+1.33 10.65+0.23 8.67+1.02
Sist.+7 7.2242.11 12.31+0.34 8.31+£.97

Grafic 6.4.13.

Glutation reductaza la sobolani care au fost tratati cu extract diluat
de Allium sativum
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lotul tratat cu extract diluat de Allium sativum, activitatea enzimei prezintd o evidenta
stimulare dupa primele doua doze ( activitatea MHb reductazei si a catalazei scade ),
ca dupd a 3-a doza , activitatea glutation reductazei sa scadd la o valoare de 7.13 +
0.52 Ul cu 12.5 % mai scazuta fata de a martorului. Activitatea glutation reductazei se
diminueaza dupa a 4-a doza, iar prin sistarea administrarii de extract, activitatea
enzimei revine incet la valoarea martorului .

La lotul tratat cu solutie de acid ascorbic 1 % per os, activitatea glutation
reductazei prezinta o evolutie similara cu a lotului tratat cu extract diluat;

Dupa sistarea administrarii extractului de allium sativum si a solutiei de acid
ascorbic, ele prezintd o actiune antagonista: se constatd ca la lotul tratat cu extract
diluat activitatea enzimei se diminueaza cu pana la 13.1 % , pe cdnd la lotul tratat cu
acid ascorbic, activitatea glutation reductazei creste cu 48.1 % fatdi de valoarea
martorului, evolutie pe care deocamdata nu o putem explica.

Aceste observatii duc la posibilitatea sustinerii ipotezei cd extractul de Allium
sativum , prin componentele sale preia o parte din rolul antioxidativ al echipamentului
enzimatic al celulelor, similar cu actiunea acidului ascorbic.

Se observd ca in momentul sistarii administrarii substantelor antioxidante |,
creste activitatea glutation reductazei . Aceastd crestere se dovedeste mai pregnanta la
administrarea de acid ascorbic 1% decat la cea a extractului de Allium sativum, ceea
ce presupune mentinerea unui efect prelungit al extractulut spre deosebire de acidul
ascorbic, a carui actiune inceteaza in momentul sistdrii adminstrérii acestuia.

6.4.2.2.4. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii

proteinemiei

Din graficul 6.4.14 se observd cd o crestere a numdrului de doze conduce la o

stimulare a sintezei proteinelor cu pana la 10.6 %, pentru ca odatd cu sistarea administrarii

de extract diluat , sinteza proteinelor si sufere o diminuare cu 4.3 %.

Solutia de acid ascorbic 1% are o actiune antagonistd cu a extractului diluat.
Proteinemia, la acest lot scade pana la valori de 5.33 + 0.78, cu 13.5 % mai mici fatd de

valoarea lotului martor, situdndu-se la valori mai scazute chiar si fatd de valoarea minima

gisita in literatura de specialitate 5.6-7.6 g/100ml ser.(5)

Aceastd diminuare a proteinemiei persistd pand la sistarea administrarii de acid

ascorbic cind proteinemia revine la valori similare cu ale lotului martor ( 7.12 %

0.58g%ml ser)
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In concluzie se constatd ci extractul diluat de Allium sativum induce o crestere a
sintezei proteice , pe masura acumularii dozei, pentru ca la doud zile de la sistarea
administrarii extractului proteinerﬁia sa sufere o stimulare a biosintezei cu aproape 11 %,
1ar dupd 1 sdptdmana de la sistarea administrarii revina la valoarea initiala fata de martor.

Spre deosebire de fenomenul observat anerior , acidul ascorbic are in general un
efect de diminuare a proteinemiei , pentru ca dupa 7 zile de la sistarea administrarii ,
proteinemia sa fie cu 4 % mai crescuta fata de valorile medii ale lotului martor.

Valorile proteinemiei, la sobolani tratati cu extract diluat de Allium sativum

Tabelul 6.4.13
Proteine g%
Ziua AS AA M
recoltare
a-l1a 7.38+0.78 7.13£0.76 7.08%£0.76
a-2a 6.74+0.65 6.3+0.83 7.162£0.90
a-3a 6.41£1.02 6.3£0.89 6.07+0.60
a-4a 6.86+0.63 5.33+£0.46 6.1620.72
a-5a 7.68+1.23 6.9+0.53 7.09+0.71
Sist.+2 7.22+0.98 6.85%0.66 6.53+£0.79
Sist.+7 7.39+0.88 7.75+0.82 7.72+01.20
Graficul.6.4.14.
Proteinele la sobolani care au fost tratati cu extract diluat de Allium
sativum
IDIf AS-M (%) BB Dif AA-M (%) —B— AS —— AA —&—M
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6.4.2.2.5. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii
hemoglobinemiei
In ceea ce priveste dinamica hemoglobinemiei la lotul tratat cu extract diluat de AS,
aceasta prezintd o stimulare cu 14 % ., dupa prima doza, spre deosebire de efectul
extractulul concentrat care induce o diminuare cu pana la 38.1 % a hemoglobinemiei
(tabelul 6.4.14. si graficul 6.4.15).

Valorile hemoglobinemiei, la sobolani tratati cu extract diluat de Allium

sativum
Tabelul 6.4.14
Hemoglobina g%
Nr.recoltare AS AA M
1 14.19+1.23 12.7620.77 12.45+0.78
2 15.8+0.67 16.47+0.46 11.4510.86
3 12.884+0.43 14.74+0.88 11.954+0.49
4 12.07£0.98 9.2+0.51 10.861+0.38
5 14.04+1.01 10.81+£0.49 12.3441.02
Sist.+2 12.89+0.64 15.754£0.52 11.5£0.97
Sist.+7 10.19£0.22 9.15+£0.55 11.36+£0.31

Graficul 6.4.15

Hemoglobina la sobolani care au fost tratati cu extract diluat de
] VAllium satjvum
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Dupa cea de-a doua doze se inregistreaza o crestere a hemoglobinemiei cu 38 % fata
de martor, pentru ca la acumularea urmatoarelor doze , hemoglobinemia si prezinte o
dinamica ascendenta cu pana la 12.8 % in medie. In urma sistarii administrarii de extract
diluat de AS, hemoglobinemia scade in timp, cu 10.3 % fata de lotul martor.

Dinamica Hb la lotul tratat cu AA prezinta, dupa primele doze, o evolutie similari
cu a lotului tratat cu extract de Allium sativum, ca dupa a 4-a doza administrati, valorile
Hb sa scada la valori de 9.2 £ 0.51 g%, cu 15.3 % mai scazute fati de lotul martor;
diminuarea se mentine in continuare in paralel cu cresterea dozei totale administrate,
pentru ca dupad sistarea administrarii Hb, sa@ se mentina la valori mai scizute decit ale

martorulul.

6.4.2.2.6. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii
methemoglobinemiei

O dinamicé ce se coreleazd cu evolutia hemoglobinemiei se constata atat la lotul
tratat cu extract diluat de Allium sativum cét si la lotul tratat cu solutie de acid ascorbic.

Spre deosebire de lotul tratat cu extract concentrat de AS , la care valoarea MHb
inregistreaza , dupd primele 3 doze o crestere cu aproape 103.1% fasd de valoarea
martorului, la lotul tratat cu AS diluat methemoglobinemia scade, dupa prima doza de
extract cu 30.5 %, ceea ce corespunde unei valori de 0.0216 + 0.0040g % Hb, respectiv
unei cresteri cu 14 % a hemoglobinemiei. Dupa cea de-a 2-a doza MHb creste cu 59.4 %
fata de martor, urmand ca dupa inca doud doze, MHb sd ajungd la o valoare de
0.0164+0.031 cu 57 % mai redusd decdt cea a martorului (tabelul 6.4.15 si graficul
6.4.16), dar se situeaza la valori apropiate de ale lotului tratat cu extract concentrat de AS,
la cea de-a 7-a recoltare.

O scadere a hemoglobinemiei dupd sistarea administrarii de extract diluat de AS, se
coreleazd cu o crestere a methemoglobinemiei cu 19.4%, pentru ca dupd 7 zile de la
sistarea administrarii, methemoglobinemia sa prezinte o valoare de 0.0235 +0.00115 g %
Hb , cu 38.8% mai scazuta fatd de martor ; o valoare apropiata se inregistreaza si la lotul
tratat cu extract concentrat la 7 zile dupa sistarea administrarii.

Se remarcd un efect drastic de crestere a methemoglobinemiei la lotul tratat cu
extract concentrat de AS, spre deosebire de lotul tratat cu extract diluat, ceea ce confirma
presupunerea ca extractul concentrat actioneaza ca un toxic, in timp ce extractul diluat are

un efect antioxidant comparabil cu al solutiei de acid ascorbic.
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Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii

methemoglobinemiei, la sobolani

Tabelul 6.4.15.

Methemoglobina g%
Nr.recoltare AS AA M
1 0.0216+0.0040 0.0365+0.0065 0.0311+0.0054
2 0.0507+0.0030 0.0385+0.0021 0.0318+0.0021
3 0.0437++0.0023 0.0577+£0.0009 0.0322+0.007
4 0.0164+0.0031 0.0377+0.004 0.0388+0.0032
5 0.046+0.0033 0.0434+0.0005 0.03£0.005
Sist.+2 0.0381£0.001 0.05+0.002 0.0319+0.0013
Sist.+7 0.023510.0015 0.0301+0.0032 0.0384+0.0024

Graficul 6.4.16

Methemoglobina la sobolani care au fost tratati cu extract diluat de
Allium sativum
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6.4.2.2.7. Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra activititii

transaminazelor serice (ALAT , ASAT)

Rezultatele determindrilor sunt prezentate in tabelele 6.4.16 .6.4.17 si graficele
6.4.17516.4.18

Din graficul 6.4.17 se observa ca in urma administrarii primei doze de extract diluat
de AS activitatea alanin aminotransferazei prezinta o valoare medie de 61.66+ 1.36UI
ceea ce inseamna o crestere cu 99.4 % fatd de valoarea martorului care se situeaza la valori
similare cu cele din literatura de specialitate (5).

Un comportament asemdnator manifestd si solutia de acid ascorbic, cresterea
activitatii transaminazei serice gasindu-se la o valoare cu 105.5 % mai ridicatad fata de
martor.

Pe masura cresterii numarului de doze de extract diluat de AS se observa o reducere
a activitatii ALAT-ului, astfel cd dupa 4 doze valoare activitatii enzimei este cu 33.7 %
mai ridicatd, dupa 5 doze se situeaza la o valoare de 45.5£1.23 , cu 9.8 % mai mare fata de
valoarea martorului, pe cand la 2 zile , respectiv la 5 zile de la sistarea administrérii
activitatea enzimei sa revind la valori apropiate de cele ale martorului.

Din graficul 6.4.18 se observa o scddere a activitatii ASAT cu 16.1 % fata de lotul
martor , pentru ca odatd cu cresterea numdrului de doze sa se inregistreze o madrire a
activitdtii enzimei. Astfel, dupd a 5-a doza , activitatea aspartat amino transferazei
inregistreaza o valoare de 78.73 + 2.05 Ul , cu 24.4 % mai mare fatd da martor, care
prezintd o valoare medie de 65.48 + 0.95UI care se incadreaza in valorile limita regdsite in
literatura de specialitate.

La sistarea administrarii, efectul extractului diluat de AS se mentine crescut, astfel
ca se inregistreaza o valoare a activitdtii ASAT de 96.54 +2.15 , cu 50.2% mai crescutd
fata de a martorului.

La lotul tratat cu acid ascorbic, dinamica activitétii enzimatice este aproape similara,
inregistrandu-se totusi valori ceva mai scazute ( 88.11+ 2.42 UI), pentru ca la 7 zile de la
sistarea administrarii , valorile celor doud loturi sa fie cu aproximativ 30.4 % mai ridicate

fata de valoarea martorului.
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Influenta unui extract diluat de Allium sativam asupra activitatii alanin amino
transferazei serice (ALAT ), la sobolani

Tabelul 6.4.16

ALAT (Ul)
Nr.recoltare AS AA M
1 61.66+1.36 63.53+1.45 30.9240.96
2 91.52+1.55 94.26+2.12 39.4+1.02
3 54.58+2.02 77.25+1.97 35.9+1.32
4 49.84+1.98 42.62+1.56 37.29+1.43
5 45.5+1.23 39.96+1.24 41.43+1.78
Sist.+2 36.08+1.34 34.24+1.88 35.9+1.35
Sist.+7 43.88+1.44 43.65+0.91 39.95+1.22

Graficul 6.4.17

Transaminazele serice ALAT la sobolani care au fost tratati cu
extract diluat de Allium sativum
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Influenta unui extract diluat de Allium sativum asupra activitatii aspartat

aminotransferazei serice (ASAT ), la sobolani

Tabelul 6.4.17

ASAT Ul
Nr.recoltare AS AA M
1 50.59+1.03 51.42+1.31 60.33+1.78
2 51.43%1.52 69.95+1.30 64.38%1.30
3 75.78+1.87 69.11£1.12 66.07+0.98
4 80.5+1.32 71.44+2.32 68.48+1.13
5 78.73+£2.05 78.09+2.15 63.28+1.41
Sist.+2 96.54%2.15 88.11+2.42 64.26x1.17
Sist.+7 88.29+1.75 82.67£2.72 67.7£2.05
Graficul 6.4.18

Transaminazele serice ASAT la sobolani care au fost tratati cu

,?’,‘t,r,‘,“:t (!iluat de Arllirum sativum
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in concluzie. extractul diluat potenteaza activitatea enzimei ALAT la primele doze
(cu pand la 132.3 % fata de martor- graficul 6.4.17), pentru ca dupa acumularea acestuia ,
sa aiba un efect de diminuare a activitatii ALAT-ului pana la valori apropiate de ale lotului
martor, spre deosebire de extractul concentrat care duce la cresteri mult mai mari ale
activitatii ALAT-ului fatad de lotul martor , chiar si dupa sistarea administrarii acestuia (
150.3% - graficul 6.4.9) ; in ceea ce priveste afectarea enzimei ASAT in urma
administrarii de extract diluat, aceasta inregistreaza valori usor mai crescute dupa primele
doze administrate ( 17.6% - graficul 6.4.17) pentru ca odatd cu cresterea dozelor
activitatea enzimei sd creascd cu pana la 50.2% fatd de valorile martorului. Efectul se
diminueaza , totusi si dupa sapte zile de la sistarea administrarii valorile activitatit ASAT
inregistreaza cresteri de pana la 30.4%. La administrarea extractului concentrat se observa
o comportare similard a enzimei ASAT, cu deosebirea ca activitatea acesteia creste cu
41.7% fata de martor( graficul 6.4.10). Un comportament asemanator cu administrarea

extractului diluat se inregistreazad si la lotul cdruia i s-a administrat acid ascorbic.

6.4.2.3. Interpretarea statistica a datelor obtinute

S-au efectuat interpretdrile statistice ale datelor obtinute pentru activitatile
enzimatice atit sub influenta extractului diluat de Allium sativum céit §i a extractului
concentrat. Datoritd numarului limitat al determindrilor biochimice efectuate, rezultatele
obtinute sunt orientative.

S-a determinat coeficientul de corelatie intre doi parametri, ecuatia de regresie,
precum si parametrul “ t ” ( parametrul Student, in vederea stabilirii dependentei intre
doua fenomene, a corelatiei, respectiv a legaturii reciproce dintre valorile marimilor
obtinute anterior.

Rezultatele obtinute in ceea ce priveste identificarea coeficientului de corelatie si a

ecuatiei ce defineste acest coeficient, sunt redate in tabelul 6.4.18
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Determinarea coeficientului de corelatie si ecuatia curbei de regresie

Tabelul 6.4.18

Parametrii urmadriti

Coeficient de

corelatie (r)

Ecuatia de regresie

Corelatie

Catalazii:dozi ASd

0.90264

Ec. polinomiala y=a+bx+cx’+dx’

Unde a=23.187, b=-0.345,
¢=0.0277, d=0.000459

Pozitiva stransa

Catalazii:dozi ASc

0.98657

Ec. polinomiala y=a+bx-+cx’+dx’
Unde a=72.1315, b=-3.8395,
¢=0.17884, d=-0.00243

Pozitiva stransa

MHbred:dozd ASd

0.24257

Ec. polinomiala y=a+bx+cx*+dx’
Unde a=20.23, b-1.3615,
¢=0.07050, d=-0.0009243

Pozitiva slaba

Glured:doza ASd

0.91459

Ec. polinomiald y=a+bx+cx™+dx’
Unde a=36.264, b=-3.065,
¢=0.9915, d=-0.00093

Pozitiva stransa

Glured:dozd ASc

0.288685

Ec. polinomiala y=a+bx+cx’+dx’
Unde a=1.9245, b=0.4437,
¢=-0.0171, d=0.0001854

Pozitiva slaba

Catalazi:MHb ASd

0.13354

Ec. grd.1 y=a+bx
Unde a=18.4624, b=0.2124

Pozitiva slaba

Catalazi:MHb ASc

0.57927

Ec. polinomiala y=a+bx+cx’+dx’
Unde a=-12.5362, b=19.1679,
c=-1.6797, d=0.04094

Pozitivd medie

Catalazid:Glu ASd

0.61952

Ec. polinomiala y=a+bx+cx’+dx’
Unde a=-7258.9, b=1492.42, c=-
101.52, d=2.290

Pozitivd medie

Catalazi:Glu ASc

0.15620

Ec. polinomiala y=a+bx+cx’+dx’
Unde a=407.97, b=-223.82,
c=44.4949, d=-2.853

Pozitiva slaba

MHb: Giu ‘ASc

0.20708

Ec. polinomiala y=a+bx+cx2+dx3
Unde a=343.46, b=-191.32,
c=36.7419, d=-2.3288

Pozitiva slaba

ASd= extract diluat de Allium sativum, ASc= extract concentrat de Allium sativum
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Determinarea parametrului “t” si a coeficientului de siguranta

Tabelul 6.4.19

Nr. | Parametrul Nr. Parametrul Prag de Coef. Parametrul Rezultat
crt. grade “t” semnificatie| Siguranti “t”
libertate obtinut % literatura
0
1. Catalazi 40 3.20 0.01 99 2.71 Asigurat
(As diluat) statistic
2. MHbred. 40 2.66 0.02 98 242 Asigurat
(As diluat) statistic
3. Glured. 40 2.33 0.05 95 2.02 Asigurat
(As diluat) statistic
4. Hb 40 2.78 0.01 99 2.71 Asigurat
(As diluat) statistic
S. MHbD 40 1.23 0.10 90 1.68 Neasigurat
(As diluat) statistic
6. Catalazi 40 2.381 0.05 95 2.02 Asigurat
(As conc.) statistic
7. MHbred. 40 2.84 0.01 99 2.71 Asigurat
(As conc.) statistic
8. Glured. 40 4.71 0.01 99 2.71 Asigurat
(As conc.) statistic
9. Hb 40 2.44 0.02 98 2.42 Asigurat
(As conc.) statistic
10. MHbD 40 1.65 0.10 90 1.68 Neasigurat
' (As conc.) statistic
Concluzii:

e Extractul concentrat (2.34 umoli % tiosulfinati , 1.12 pmoli % alicind) afecteaza in

ficatului, avand urmaitoarele efecte:

mod evident echipamentul de oxidoreducere a celulei sanguine céat si functiile

e scaderea hemoglobinemiei , in medie , cu 38.1% fata de valoarea martorului

e cresterea methemoglobinemiei dupd primele doze cu 103.1 % fata de limitele

normale evidentiate 1n literatura de specialitate
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* mentinerea efectului extractului chiar si dupa sapte zile de la sistarea administrarii
acestuia
e cresterea activitdtii catalazei cu aproape 100 % , dupa administrarea a cinci doze.

pentru ca dupa sistarea administrarii , activitatea catalazei sa se reduci chiar sub

valoarea normala cu 25 %

® cresterea activitatii methemoglobin reductazei, dupa primele cinci doze. cu aproape

97.3 %, urmata de o scadere a activitatii enzimei

e cresterea activitdtii catalazei si a methemoglobinreductazei conduce deasemenea la

o reducere a activitatii glutation reductazei cu pana la 48.7% , fata de activitatea

martorului.

e afectarea functiei normale a ficatului prin cresterea activititii alanin amino

transferaza (ALAT) , raportul de Rittis ( ALAT/ASAT) inregistrand o valoare de 1.1

fata de valoarea normala de 1.3.

e scaderea proteinemiei odatd cu cresterea numarului de doze , cu panala 17.9 %

e scaderea sideremiei cu pana la 48.7% fata de valoarea martorului

e efect antagonist fatd de al acidului ascorbic , fatd de care s-au efectuat toate

determindrile

e toate aceste efecte negative att la nivelul sintezei de proteine , respectiv a

hemoglobinei se repercuteazd asupra activitdtii normale a oxidoreductazelor si

conduc totodata la perturbarea functiei normale a unor organe cheie: ficat , splina si

rinichi, dupa cum se va prezenta in subcapitolul 6.4.3.

e extractul concentrat actioneaza ca un toxic asupra organismului animal

Spre deosebire de activitatea evident nociva a extractului concentrat , extractul diluat

( 0.56 umoli % tiosulfinati , 0.12 umoli % alicind) are un efect total antagonist ceea ce se
observa atat din valorile activitatii oxidoreductazelor cét si a sintezei de hemoglobina

Se constata urmatoarele:

e cresterea hemoglobinemiei la o valoare medie de 13.8 g% Hb, cu 12 % mai mare
decat a martorului; efectul este comparabil ce cel al acidului ascorbic,
antioxidant si stimulator cunoscut al sintezei de hemoglobina

e sciderea methemoglobinemiei dupa prima doza administrata, efect ce se mentine si
la sapte zile dupa sistarea administrarii ( efect ” retard " )

e scaderea activitdtii catalazei similara cu cea produsa de administrarea acidului

ascorbic
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e stimularea activitatii methemoglobin reductazei cu pana la 126.8%; aceasta
stimulare a activitatii methemoglobin reductazei se manifesta si dupa 7 zile de la
sistarea administrarii spre deosebire de acidul ascorbic a cirui efect se resimte
numai pana in momentul administrarii, neavind o prelungire in timp a acestui
efect si dupa sistarea administrarii

e stimularea activitatii glutation reductazei, dupa primele doua doze administrate , ca
odatd cu sistarea administrarii, activitatea glutation reductazei si scadd cu pana
la 13.1 %; activitatea glutation reductazei ,dupa administrarea a cinci doze de
extract , este similara cu a acidului ascorbic

e extractul diluat de Allium sativum creste capacitatea sistemelor reducatoare
eritrocitare prin cresterea activitatii methemoglobin reductazei, a glutation
reductazei pe de o parte , urmatd de scaderea methemoglobinemiei, respectiv
cresterea hemoglobinemiei.

e valorile crescute ale methemoglobin reductazei si glutation reductazei pot fi
markeri indirecti de activare a metabolismului eritrocitar.

e remanierile tesutului hepatic sunt activate si in consecintd nivelul seric al
transaminazelor ALAT si ASAT este crescut

e se inregistreaza o stimulare a sintezei de proteine totale cu pana la 10.6 % fatad de
martor, probabil prin activarea sintezei extrahepatice de proteine.

e se remarca o corelatie stransd atat intre activitatea catalazica si dozele de Allium
sativum diluat céat si intre activitatea catalazicd si dozele de Allium sativum
concentrat

e 0 corelatie slaba si medie se remarca intre activitatea methemoglobinreductazei i
dozele de extracte diluate respectiv concentrate de Allium sativum

e 0 corelatie strdnsa se remarcd §i intre activitatea glutation reductazei si dozele de
Allium sativum diluat, pe cand fatd de Allium sativum concentrat corelatia este
slaba

e aceeasi corelatie slabd si medie se remarca si intre activitétile celor trei enzime

e activitatile catalazei, a methemoglobin reductazei , a glutation reductazei si valorile
hemoglobinei la loturile experimentale, fatd de loturile martor, sunt asigurate
statistic , atdt la cele tratate cu extract diluat cat si la cele tratate cu extract

concentrat de Allium sativum
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Efectele benefice ale administrarii extractului diluat sunt  similare cu cele ale
acidului ascorbic conducédnd la stimularea intregului echipament oxidoreducator al
celulelor prezentand totodata avantajul unui efect prelungit, chiar si dupa o saptamana de
la sistarea administrérii acestuia spre deosebire de acidul ascorbic care isi manifesta acest
efect numai pe perioada administrarii.

Rezultatele activitatii antioxidante ale extractului diluat de Allium sativum sunt

prezentate global in graficul 6.4.19.

Graficul 6.4.19

Influenta extractului diluat asupra raspunsului antioxidant al unor

parametrii sanguini
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Efectul celor doua tipuri de extracte asupra enzimelor oxidoreducatoare studiate

sunt redate in graficul 6.4.20

Graficul 6.4.20

Efectul comparativ al extractului concentrat si diluat asupra activitatii
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6.4.3. Modificirile survenite la nivelul unor organe de gobolan sub influenta

extractului concentrat de Allium sativum

Tinand cont de rezultatele obtinute asupra unor parametrii biochimici sanguini si a
asupra unor enzime oxidoreducatoare, care au fost prezentate in subcapitolele 6.4.1 si
respectiv 6.4.2, studiul intreprins gi-a propus observarea eventualelor modificari la
nivelul unor organe , la sobolani, carora li s-a administrat extract concentrat de Allium
sativum.

In continuare vor fi prezentate cateva considerafii teoretice asupra organelor
studiate: splina , ficatul si rinichii . Acestea au fost prelevate imediat dupa sacrificare, de
la acelagi lot de gobolani carora li s-au efectuat si determindrile enzimatice si a
parametrilor biochimici sanguini.

Splina este un organ hematopoetic in care are loc diferentierea finala a
reticulocitelor, trombocitelor, limfocitelor T g1 B si a monocitelor. Splina dirijeaza si
regleaza circulafia eritrocitelor , distrugdnd sau modificand globulele rosii imperfecte.
De asemenea , indeparteazd din sange toate eclementele figurate deteriorate sau
imbatranite . Splina preia din sange monocite, facilitind transformarea lor in macrofage,
precum si limfocite B si T pe care le stocheazd in diferite compartimente favorizand
maturarea lor si faicandu-le apte sa interactioneze cu macrofagele si antigenii, participand
astfel la raspunsul imun (295).

Splina reprezintd un important rezervor de singe , eliberand rapid in circulafie
eritrocite, granulocite atunci cand este nevoie.

Structura histologicd a splinei cuprinde urmaétoarele componente: capsula
conjunctiva din care se desprind trabeculi in profunzimea organului, pulpa splenica
(formata in mare parte din eritrocite si fiind componenta majora a splinei), pulpa alba,
care confine gramezi de limfocite ; este alcatuita din limfonoduli splenici, ce contin in
special limfocitele B, macrofage si limfocite T precum si din mansoane limfatice
periarteriale. Limfocitele B §i macrofagele , se gasesc in zona marginala a pulpei rosii si

sunt primele care stabilesc contactul cu antigenii.

BUPT



188

Ficatul are rolul de a sintetiza numeroase substante necesare integritatii strucurale
si functionale a celulelor si tesuturilor. Ficatul supune multi compusi biologici , respectiv
substantele toxice unui lant de transformari prin care li se reduce sau li se anihileaza
activitatea sau toxicitatea , rezultand in general substante inofensive care vor fi eliminate
din organism . Este posibil de asemenea , ca in urma proceselor de transformare a unor
medicamente acestea sa treacd in produsi toxici pentru organism.

Ficatul este format in principal din doud componente de bazd : hepatocitele si
celulele Kupffer. Acestea din urma au rolul de a complecta activitatea de detoxifiere §i de
indepartare a substantelor nocive realizata de hepatocite.

In cazul actiunii prelungite a unor factori nocivi care afecteaza structura si functiile
ficatului , acesta suferda un fenomen de degenerescenta fibroconjunctiva, cunoscut sub
numele de ciroza.( 295)

Rinichii sunt organe ce au un rol deosebit in filtrarea singelui §i in mentinerea
homeostaziei organismului , asigurdnd echilibrul acido-bazic §i electrolitic necesar
activitajii normale a celulelor. Un alt rol il constiuie secrefia de renina, functionand in
acest fel ca un organ endocrin, avind un important rol in reglarea presiunii osmotice a
sangelui precum §i de secrefie a factorului eritropoietic ( eritopoetina ). Anumi{i
constituenti celulari renali au rol activ in metabolismul vitaminei D si a calciului.

Rinichii sunt alcatuiti din: zona corticald , zona medulard , corpusculi renali,
nefroni ( alcatuifi la randul lor din glomerul vascular, capsula Bowmann - care se
presupune a avea rol fagocitar, indepartand particulele straine din corpusculul renal si
tubi contorti ) i canale colectoare.

Unitatea morfofunctionala a rinichiului este nefronul.

6.4.3.1.Material §i metoda:

Sobolanii de linie Wistar, pentru a constitui un lot cat mai uniform, au fost alesi de
aceeasi varsta cu o greutate corporald aproape constanta cuprinsa intre 250-320g . Hrana
si conditiile de intrefinere au fost aceleasi pe tot parcursul experimentului.

Au fost formate doua loturi : unul martor format din 45 de indivizi , carora li s-au
administrat 0.5 ml apa distilata ( per os)/individ §i un lot experimental constituit tot din
45 de indivizi , carora li s-au administrat per 0s 0.5 ml extract concentrat/individ ( 1.58

mg tiosulfinati/ ml extract) timp de 16 zile.
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Sacrificarile au fost efectuate la 8, 14 si respectiv 16 zile de la inceputul

administrarii extractului, atat din lotul martor cét si din lotul experimental ( cate 15

indivizi / lot / sacrificare)

Dupa sacrificare au fost fost prelevate si studiate urmitoarele organe: splina

b

ficatul i rinichii ; acelorasi loturi de sobolani li s-au efectuat si determinirile enzimatice
si a parametrilor biochimici sanguini (6.4.1, 6.4.2).

Preparatele histologice au fost obfinute prin realizarea urmatoarei succesiuni de
operafii: recoltare, fixare, spalare, incluzionare, sectionare, colorare si montare.

Examenele histologice au fost efectuate pe preparate histologice conservate prin
fixare.

Pentru a evita alterdrile ce pot aparea post-mortem, organele au fost prelevate
imediat dupa sacrificare, au fost cantarite si au fost introduse in borcane cu dop rodat , in
care s-a introdus alcool etilic 80 % , pentru fixare. In aceasta solutie de fixare s-au
mentinut timp de 10 zile , dupa care a urmat operatia de spalare cu apa distilata pentru a
indeparta excesul de fixator.

Dupa spalare s-a trecut la incluzionarea preparatelor in parafina. inainte de
incluzionare , piesele s-au clarificat prin tratarea cu toluen care inlatura totodata si
alcoolul din fragmentele tisulare.

imbibarea pieselor cu parafina s-a realizat in termostat , la temperatura de 56 °C, in
cristalizoare mici. Aceasta s-a realizat prin imersarea repetatd a pieselor, in trei béi de
parafind, fiecare cu o durata de 1 ord. Din ultima baie, fragmentele tisulare sunt trecute in
tipare de metal, agezate pe o placa de sticla. Peste piese s-a turnat parafini topitd si s-au
lasat la temperatura camerei pentru solidificare.

Sectionarea preparatelor s-a realizat cu ajutorul microtomului , realizindu-se
sectiuni de 4-8 .

Acestea au fost lipite pe o lama de sticld , pe care , in prealabil s-a intins un strat
subtire de albumina Mayer . Dupa colorarea cu reactivul May-Grunwald-Giemsa(MGM),
s-a realizat colorarea diferita a preparatelor.

Ultima operatie a fost montarea preparatelor ; aceastd operafie s-a executat prin
aplicarea a 2 picaturi de ulei de cedru peste secfiunea colorata care apoi s-a acoperit cu 0

lamela. Dupa 24 de ore mediul s-a solidificat permifind examinarea ulterioara a
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preparatului la microscop. Montarea asigura o conservare vreme indelungata a

preparatelor.

Preparatele au fost examinate cu ajutorul unui microscop tip Karl-Zeiss Jena,

prevazut cu un aparat de fotografiat.

6.4.3.2. Rezultate si discutii:

In urma administririi de extract concentrat de Allium sativum, timp de 16 zile, la
sobolani, a prelevarii de organe si a obfinerii de preparate histologice s-au constatat
umatoarele:

Dupa 8 zile de administrare splina prezintd o proliferare limfocitard atat in
limfonodulii splenici cat §i in cordoanele celulare perivasculare ale pulpei rosii.
Limfonodulii si tecile limfoide perivasculare apar mirite in volum , de multe ori
pierzandu-si conturul.

Se constata o reactie limfocitara exacerbata.

Odata cu cresterea dozei de extract concentrat , dupid 14 doze, se constati o
proliferare masiva atét in limfonoduli cét si in tecile perifoliculare.

In cordoanele celulare perivasculare din pulpa rosie este semnalat un numar sporit
de macrofage si de limfoplasmocite.

Se semnaleaza , de asemenea aparitia corpilor Heinz , in numair de 4-5 / sectiune;

Aceste observatii s-ar putea explica ca o intensificare a raspunsului imun imediat (
aparifia de limfocite proactive).

Dupa a 16-a dozd apar din nou un numir extrem de mare de limfoplasmocite
activate si macrofage , situate mai ales in cordoanele celulare din pulpa rogie si se
constatd deasemenea aparifia unui numar mai mare de corpi Heinz ( in medie un numar
de 3 /0.031 mm? —aria unui cAmp microscopic). Se observa si o hipertrofie a celulelor
reticulate adicd o micsorare a lacunelor sistemului reticular al splinei §i probabil o
intensificare a procesului de eritroclazie, ceea ce are drept consecintd formarea de corpi
Heinz.

Aceast fenomen ar putea determina o accelerare a hematopoezei ( eritropoezei) in
maduva osoasa.

Rezultatele observirii la microscop sunt prezentate in figurile 6.4.3.2.1-6.4.3.2.3
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S-a observat de asemenea , dupa 16 doze de extract concentrat de Allium sativum
administrate , §i o crestere in volum a splinei , desi nu se constata o modificare in greutate
a splinei ceea ce presupune o dilatare . Prin dilatare » spatiile dintre celulele endoteliale |
care delimiteaza sinusurile sau venulele sunt desficute si sangele circula prin refeaua
deschisa, din capilarele terminale spre sinusuri sau venule.

Aceastd obsevatie este redat in figura 6.4.3.1.

In ceea ce priveste afectarea funciiei hepatice se observa |, dupa 8 zile de
administrare continud de extract concentrat |, aparifia unor vacuolizari perinucleare (
aceasta presupune o intensificare secretorie a hepatocitelor, o accelerare a biosintezei
proteice la nivelul reticulului endoplasmatic rugos.

Se observi de asemenea o ugoari ectazie a capilarelor sinusoidale intralobulare.

Dupa 14 doze se observa o vacuolizare mult mai intensi atat perinucleard cat si
citoplasmatica a hepatocitelor (223) .

Se observa o hipertrofie a nucleolilor, consecinfa fiind o crestere accentuati de
sintezd de AND ribozomal ( se observa de asemenea o activitate intensi de secretie
proteicd in hepatocite.

In urma administrarii celei de-a 16-a doze , se observa o vacuolizare masivi cu
semne de degenerescentd a hepatocitelor; in multe celule , cromatina apare condensati in
bulgari i apar chiar fenomene de carioliza.

Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronuntate; ca urmare a distrugerii
hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nuclei eratici.

Hepatocitele se caracterizeaza $i prin avansarea fenomenului de poliploidie ( cregte
numarul de nucleoli , chiar pana la patru nucleoli la aproximativ 20 % dintre hepatocite),
ceea ce este reprezentat i in figura 6.4.3.3.

Fenomenul de condensare a cromatinei conduce la micgorarea capacitifii de
regenerare a hepatocitelor ( este inhibata mitoza).

Ca urmare a studierii preparatelor histologice pe rinichi , s-au observat urmatoarele:

Dupa administrarea a 8 doze, se observa o alterare a celor doud membrane a
capsulei Bowmann, a barierei de filtrare a corpusculilor renali) , respectiv a spatiului
dintre foifa parietala si viscerala a capsulei, spatiu care este extrem de dilatat ( se

presupune existenta unui efect diuretic).
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Canaliculii nefronilor nu prezintd modificiri ceea ce presupune o reabsorbtie

normala.

Fenomenul este general pentru toate sectiunile efectuate la nivelul rinichiului
lotulu1 de experienta.

in urma administrarii a 14 doze de extract concentrat de Allium sativum per os , se
constatd in continuare, in zona corticald a rinchiului, o dilatare mai accentuata a spatiului
dintre membranele capsulei Bowmann: este accelerat procesul de filtrare la nivelul
glomerulilor renali ; se observa o largire usoara a canalelor tubilor contorti.

Fatd de prima recoltare , dilatatiile sunt mai mari.

in ceea ce priveste studiul preparatului histologic , dupd 16 doze de extract
adminstrat, se constata aceleasi dilatatii ale capsulei Bowmann si distructia glomerulilor
vasculari ai nefronilor.

Apar alterari ale barierei de filtrare , fenomen ce implicd si foita viscerald cu
podocite ale capsulei Bowmann céat si reteaua capilard ( celule endoteliale ) ale
glomerulului vascular.

Aspecte degenerative apar si la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor renale,
unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana bazala.

Rezultatele examenului histologic al rinichiului sunt prezentate in figura 6.4.3.4.
SPLINA Figura 6.4.3.1

EXTRACT CONCENTRAT MARTOR

Concluzii:
e Extractul concentrat implica o serie de modificari la nivelul functionérii

normale a splinei, ficatului si rinichiului

e Se constata o dilatare a splinei , ceea ce denota o hiperfunctie a acesteia
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Dupé administrare unui numar mare de doze( 8-16), se constati o proliferare

masiva atét in limfonoduli cat si in tecile perifoliculare.

Semnalarea , in cordoanele celulare perivasculare din pulpa rogie un numir
sporit de macrofage si de limfoplasmocite

Se semnaleazi aparitia corpilor Heinz , in numar de 4-5 / sectiune dupa 14 doze
administrate , respectiv a 3-4 corpi Heinz / 0.031 mm® ( aria unui camp
Mmicroscopic)

Intensificarea raspunsului imun imediat ( aparitia de limfocite proactive)

In cazul ficatului,o datd cu marirea numarului de doze se observa o vacuolizare
mult mai intensa atét perinucleara cit si citoplasmatica a hepatocitelor.

Se observa o hipertrofie a nucleolilor, consecinta fiind o cregtere accentuata de
sintezd de AND ribozomal ( se observa de asemenea o activitate intensi de
secretie proteica in hepatocite).

Se observa o vacuolizare masiva cu semne de degenerescenta a hepatocitelor;

in multe celule , cromatina apare condensata in bulgari si apar chiar fenomene
de carioliza.

Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronuntate; ca urmare a distrugerii
hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nuclei eratici.

Hepatocitele se caracterizeaza si prin avansarea fenomenului de poliploidie (
creste numarul de nucleoli , chiar pana la patru nucleoli la aproximativ 20 %
dintre hepatocite)

Fenomenul de citolizd hepatici se poate corela i cu afectarea activitafii
transaminazelor serice, asa cum au fost prezentate in subcapitolul 6.4.1.

La nivelul rinichiului se constata dilatatii ale capsulei Bowmann si distrucfia
glomerulilor vasculari ai nefronilor

Apar alterari ale barierei de filtrare , fenomen ce implica si foifa viscerala cu
podocite ale capsulei Bowmann ct §i refeaua capilara ( celule endoteliale ) ale
glomerulului vascular.

Apar aspecte degenerative §i la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor
renale, unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana

bazala
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6.4.4. Modificiri survenite la nivelul formulei leucocitare la sobolani tratati cu

extract concentrat de Allium sativum.

O continuare a studiilor anterioare, prezentate in subcapitolele 6.4.1, 6.4.2 5i 6.4.3.
o constituie gi determinarea influenei extractelor concentrate asupra formulei leucocitare.
Formula leucocitarad reprezintd un examen calitativ §i cantitativ al elementelor

figurate albe, stabilindu-se procentul fiecarei varietaji de leucocite din mai multe

leucocite numarate.
Procentul fiecarei varietafi de leucocite se stabileste cu formula :

Numair leucocite dintr-o clasa x 100

totalul leucocitelor numarate

Formula leucocitara reprezinta un indiciu deosebit de important cu privire la starea
de sanatate a organismului animal, ea suferind modificari semnificative in stiri patologice
produse de infectii bacteriene, de disfunctii metabolice provocate de influenta diferitilor
factori externi sau interni asupra acestuia(295).

6.4.4.1. Material si metoda

Experimentul s-a efectuat pe 30 de sobolani din rasa Wistar impdrtiti in doua loturi,
in greutate de 250-320g/individ §i mentinuti in aceleasi conditii de intretinere.

Primului lot format din 10 indivizi i s-au administrat zilnic 0.5 ml apa distilati (per
0s) si a constituit lotul martor, iar celui de-al doilea lot (E) , format din 20 de indivizi i s-a
administrat ztlnic, per os, 0.5 ml extract concentrat (1.54 mg tiosulfinafi/ ml extract).

Experimentul a durat 21 de zile ; s-au efectuat 4 recoltari la interval de 7 zile , s-au
prelevat probe de sange pentru care care au fost obtinute frotiuri.

Recoltarile de singe au fost efectuate prin punciie cardiacd; aceasta a necesitat
anestezierea anterioard a animalelor cu Ketamina (s-a administrat intraperitoneal in doza
de 50mg/kg) .

Frotiurile de singe au fost obtinute prin intinderea unei picdturi de sdnge pe o lama
de sticla. La recoltare, prima picatura de sange se indeparteaza , deoarece confine multa

limf3 si se recolteaza a doua picatura, pe latura mica a unei lame glefuite cu colful rupt.
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Se aplica o usoara miscare de lateralitate si s¢ intinde picatura( pe o alta lama de

sticld) de sange de la un capat la altul. Frotiul trebuie si fie subtire, picitura de singe sa

nu fie prea mare.

Frotiurile se usuca prin usoara agitare in acr si se coloreaza prin mctoda panoptica

Pappenheim (295) (colorarea cu un singur colorant cind s-a obtinut o varietate de culori

si nuante in functie de structurd) ce utilizeza ca si reactiv de culoare, rcactivul May-

Grunwald-Giemsa (MGM).

Dupa aplicarea reactivului , acesta se lasd timp de 40 minute sd reactioneze la

temperatura laboratorului , dupa care frotiurile se spald cu apa de robinet si sc usucad la

acr.

Examinarea frotiurilor s-a efectuat cu ajutorul unui microscop Karl-Zeiss Jena cu

obiectivul de imersie ( 90X).

6.4.4.2 Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute prin interpretarea frotiurilor sunt prezentate in tabelul 6.4.4.1.

Formula leucocitara la sobolani tratati cu extract concentrat de Allium

sativum
Tabelul 6.4.4.1.
Lot Parametri Zile experiment
(X £ 8x) 0 7 14 21
Martor Leucocite 7820+ 402 | 8220 +245 79981456 08261844
totale mii/cm’
N-E-B-L-M | 16-2-0-76-4 | 14-1-0-79-6 | 23-2-0-58-5 19-3-0-71-5
%
E Leucocite 8935+550 97721867 103204899 9993+689
totale mii/cm’
N-E-B-L-M | 14-1-0-75-6 | 24-2-0-69-4 | 29-2-0-58-11 | 27-3-1-62-8
%

unde N= neutrofile, E= euzinofile, B= bazofile, L= limfocite, M= monocite

Din tabel se constatd cd nu existd deosebiri semnificative la sobolanii aflati in

experiment, fatd de valorile normale ale lotului martor ( a cérui parametri se situeaza la
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valori similare cu cele indicate de literatura de specialitate ( S ); o observaie remarcabila
a fost legatd de tipul limfocitelor circulante ,5i anume , aproape 75 % dintre ele
manifestau caracteristici evidente de activare; astfel ele au dimensiuni de aproximativ 9-
11um diametrul, cu citoplasma bazofila si granulatiuni azurofile;

Se observa dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina in doui nuante de violet ,
respectiv porfiuni de culoare foarte inchisa alterndnd cu segmente deschise la culoare,
aspect ce pledeaza pentru prezenfa unor porfiuni de eucromatind mai numeroase decat
limfocitele mici inactive §i care , demonstreaza totodata, prezenta unor forme de
replicatie §i transcriptie a materialului genetic i respectiv de biosintezi a unor mediatori
chimici.

Aceste limfocite active sunt probabil in majoritate limfocite T care elaboreaza
citochine §i limfochine; sunt prezente de asemenea si limfocite de tip B (identificate dupa
forma acestora).

Se poate presupune ca extractul prezintd o activitate de stimulare a limfocitelor in
special in productia de citochine ( mediatorit chimici ).

Se mai poate constata, la sobolanii din lotul experimental E, i o stimulare a
monocitelor , cu aproape 3 0% fata fatd de valoarea maximd normala a lotului martor,
fenomen ce s-ar putea explica printr-o acfiune stimulatoare a extractului in proliferarea
monocitelor si ca urmare a activitajii de fagocitoza exercitati de acestea, in tesuturile
conjunctive.

Prin activarea fagocitozei se intdregte capacitatea de aparare a organismului faa de
agentii patogeni, dar se asigura si o refacere celulara si tisulara.mai eficace, generata in
urma fenomenelor de apoptoza.

Aceste rezultate obtinute pe sobolani sunt in concordanté cu rezultatele obfinute pe
alte specii de animale : suine i tineret taurin , dupa cum reiese §i din rezultatele obtinute
si prezentate in subcapitolele 6.5.1 $16.5.2.

6.4.4.3.Concluzii:

e Formula leucocitara ale lotului experimental se situeaza la valori similare cu

cele indicate de literatura;

o Aproape 75 % dintre limfocitele circulante manifesta caracteristici evidente de

activare, iar dintre acestea majoritatea o constituie limfocitele T ; Se poate
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presupune ca extractul prezinta o activitate de stimulare a limfocitelor in special
in productia de citochine ( mediatorii chimici);

Se observd dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina in doui nuante de
violet, care demonstreazi prezenta unor forme de replicatie §i transcriptie a
materialului genetic si respectiv de biosinteza a unor mediatori chimici;

La sobolanii din lotul experimental E se constatd o stimulare a monocitelor , cu
aproape 3 0% fatd de valoarea maximd normald a lotului martor. Aceasta
presupune o acfiune stimulatoare a activitdtii de fagocitozd exercitatd in
tesuturile conjunctive prin care se intireste capacitatea de aparare a
organismului fatd de agentii patogeni si se asigurd si o refacere celulard si

tisulard mat eficace.
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6.4.5. Influenta extractelor concentrate si diluate de Allium sativum asupra
nivelului colesterolemiei, lipidelor totale si a trigliceridelor serice, la sobolani cu

hipercolesterolemie provocati

Grasimile sunt utilizate ca materiale energetice de majoritatea tesuturilor. Mai mult
decat atat, pentru miocard, mugchi scheletici, rinichi, acizii gragi sunt metabolizati in mod
preferenfial. Tesutul adipos indeplineste functii speciale in stocarea rezervelor energetice sub
forma de grasimi §i punerea lor in circulafie iIn momente de necesitate.

in ficat surplusul de glucide alimentare este transferat in grasimi, ca apoi acestea sa fie
transportate spre tesuturile extrahepatice spre a fi utilizate imediat, iar ceea ce prisoseste este
depozitat in tesutul adipos.

Aproximativ o treime din acizii grasi liberi sunt refinufi in ficat, independent de
concentratia lor plasmatica. La niveluri joase patrund in ficat cantitidfi moderate de acizi grasi,
care sunt distribuifi pe diverse cdi metabolice. La concentratii ridicate de acizi grasi liberi
ficatul este insa invadat de acesti compusi de care urmeaza sa se debaraseze. Céile principale
de utilizare a acizilor grasi sunt:

o Degradarea oxidativa pentru mobilizarea de energie; cantitafile de acizi grasi pot fi
metabolizate ins3 limitat in fubnctie de nevoile de ATP ale celulelor, respectiv de energia
metabolica necesara.

o incorporarea acizilor grasi in trigliceride si exportul lor ca lipoproteine cu densitate foarte
mica spre {esuturile extrahepatice.

e Conversia acizilor grasi in corpi cetonici (cetogeneza) a ciror biosintezd se realizeaza
pornind de la acetil-SCoA

Un alt compus lipidic esential  este colesterolul care indeplineste in organism
urmitoarele functii:

_ in stare libera sau sub forma de esteri participd la edificarea structurii lipoproteice
celulare si a lipoproteinelor solubile din plasma. Creierul si in special substanta nervoasi albé
este foarte bogati in colesterol. Spre deosebire de alte fesuturi care cuprind in special esteri ai

colesterolului, in substanta nervoasa se afld numai colesterol liber.
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Continutul in colesterol al creierului §i al nervilor creste in perioada de mielinizare dupa
care ramane aproape constant tot restul vietii.

Dupa sistemul nervos ficatul este al doilea tesut in ceea ce priveste continutul total in
colesterol §i acesta se afla in cea mai mare parte esterificat. Colesterolul hepatic, spre
deosebire de cel cuprins in creier i nervi are o activitate metabolica foarte ridicata.
-colesterolul este precursorul hormonilor steroidici, a hormonii corticosuprarenali si a celor
gonadici )

-colesterolul este materia prima pentru sinteza acizilor biliari.
- Din colesterol se sintetizeaza in organism vitamina D3 (colecalcifirolul)

Colesterolul, liber sau sub forma de esteri se afla in plasma in diverse fracfiuni
lipoproteice, chilomicroni, lipoproteine cu densitate mica si cu densitate mare.

Enzima care catalizeaza reactfia de esterificare a.colesterolului este denumita lecitina
— colesterol acil transferaza (LCAT). Prin esterificare, colesterolul din lipoproteine este
temporar imobilizat, prevenindu-se in acest fel trecerea rapida si necontrolata a colesterolului
din plasma in {esuturi. La persoanele la care enzima LCAT este absenta sau deficitara, raportul
colesterol total / colesterol esterificat creste prin scdderea numitorului.

Colesterolul liber furnizat celulelor de [-lipoproteine (LDL) exercita o actiune
represiva asupra sintezei de novo a colesterolului, prin inhibifia HMG~Co A reductazei (-
hidroxi-metil glutaril~CoA), sinteza colesterolului in tesuturile extrahepatice este mentinuta la
un nivel scazut.

Aceasta cale intervine si la mentinerea colesterolului plasmatic de catre p-lipoproteine
(LDL). Numirul de receptori pentru [-lipoproteine variazd cu cantitatea de particule
lipoproteice la care sunt expuse celulele . Exista o relafie inversa intre concentratia LDL si
numarul de receptori. In acest fel se previne acumularea colesterolului in celule(330).

Datorita prezengei dublelor legaturi in stuctura grasimilor, exista posibilitatea , ca sub
actiunea oxigenului , s intervina fenomenul de peroxidare respectiv de autooxidarea acestora
ceea ce poate conduce la transformarea lor in radicali peroxidici.

Procesul de autooxidare decurge prin intermediul radicalilor liberi, §i anume: inifierea

unei reactii in lant, propagarea reactiei in lungul lan{ului si reactia de terminare.
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Reacfia in lan{ poate fi inifiatd prin atacul oricarui radical liber asupra unui substrat
favorabil, cei mai potriviti fiind radicalii formai prin descompunerea unui peroxid aflat in
compozifia substratului ca impuritate. Astfel pe misura avansarii autooxidarii aceasta isi
genereaza propriul siu catalizator-peroxid.

Prezenta acestor radicali peroxidici conduce la declansarea a numeroase transformari
biochimice ale organelor si fesuturilor, extrem de daunitoare organismelor animale (231).
Aceste neajunsuri au fost prezentate in partea introductiva a tezei.

Desi in literatura de specialitate a fost intens studiat atat efectul antioxidant cat si cel
hipolipemiant al plantei Allium sativum , pana in prezent nu a putut fi explicat mecanismul de
actiune al acesteia(170).

In acest sens, noi am inifiat un studiu in acest domeniu privind influenfa administrarii
unor extracte apoase de Allium sativum asupra organismelor vii carora li s-a provocat
hipercolesterolemie .

Au fost studiati urmatorii parametri biochimici : colesterolul, lipidele totale |,
trigliceridele precum si pentru a observa gradul de afectare al ficatului s-a studiat si activitatea
transaminazelor alanin amino-transferaza (ALAT) si aspartat amino-transferaza (ASAT).

6.4.5.1. Material si metoda : '

Experimentul s-a efectuat pe 120 de sobolani de rase Wistar, impartiti in 4 loturt a cate
30 de indivizi fiecare. Greutatea corporala a gobolanilor a fost cuprinsd intre 250-350g.
Conditiile de hranire i intrefinere au fost aceleasi pe toata durata experimentului.

Experimentul s-a desfasurat pe o perioada de 21 zile.

Inainte de sacrificare s-a facut anestezie cu Ketamina 0,2 mVindivid intraperitoneal,
prelevarea sangelui a fost efectuata prin punctie cardiaci, pe anticoagulant (Heparina - 5000
U).

La fiecare sacrificare s-au utilizat cite 10 sobolani din fiecare lot; ca urmare au fost
efectuate trei recoltiri de singe dupa 14 zile, 19 zile gi 21 de zile de la inceputul
experimentului.

Modul de administrare a grasimii §i a extractelor de Allium sativum:

e Primului lot s-a administrat zilnic grasime cu un continut 108 mg% colesterol (4 g

grasime/individ ).
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* Lotului al 2-lea i s-a administrat 4 g grasime/individ/zi, iar din ziua a 4-a a
experimentului i s-a administrat per os §i 0,5 ml/individ extract diluat ( 0,118g

tiosulfinati/100ml extract respectiv 0,068g alicina/ 100ml extract)

tiosulfinati/100ml extract respectiv 0,34g alicina /100ml extract

Lotului al 3-lea i s-a administrat 0,5 ml/individ extract concentrat 0,58g

¢ Lotul al 4-lea a servit drept martor si i s-a administrat 0,5 ml H,O per os.

Cantitatea de colesterol din griasimea administrata a fost determinati din grasimile totale

nesaponificabile, confinute in hrana administrata. Lipidele totale au fost determinate prin

metoda Soxhlet de extractie cu solventi (178).

Metodele generale de determinare a parametrilor au fost urmatoarele:

Dozarea colesterolului total prin metoda cu cloruri ferica (178)
Colesterolul in prezenfa acidului sulfuric concentrat §i a acidului acetic glacial

reactioneaza cu clorura ferica cu formarea unui complex colorat in violet, cu un maxim de

absorbtie la A=550 nm.

Intensitatea culorii formate este direct proportionala cu cantitatea de colesterol intrat in

reactie.
Mod de lucru:
In trei eprubete se pipeteaza:
lﬁ%ﬁ%iﬁlﬁ"?ﬂ ™ f‘
0,1 — _
— —_ 0,1
2,9 3,0 2,9
il
cidar
y 2,0 2,0 2,0

Calculul s-a efectuat dupa formula :

Eprvba
mg colesterol /100ml  ser = “Cruton 100

etalon
etalon

C etalon = 400mg colesterol % acid acetic glacial

Se amestecd si dupa ricire se determina densitatea optica la A=550 nm.
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Determinarea lipidelor totale (178)

Lipidele totale serice formeazi in mediu acid, la fierbere, un compus de culoare rosie cu
um maxim A=530nm.

Determinarea implica hidroliza lipidelor in mediu acld urmata de transformarea acizilor grasi
eliberafi in carbocationi, care la randul lor vor reactiona cu fosfovanilini formand un compus

colorat rogu-violaceu. Concentratia lipidelor este direct proportionala cu intensitatea culorii.

Mod de lucru : S-a procedat dupa urmatoarea schema :

SRRl 0.1 0.1 0.1
$ A ™ ¢ 4 $50 ' v by '5 .

E Inds 2.0 2.0 2.0
s : i

faRng i (ae N R A AR KIS R0 A

She agitd puternic i se racesc probele intr-un curent de apd , dupd care se lasa in repaus pentru
dezvoltarea culorii timp de 30 minutesi se determind densitatea optica la A =530nm.

Calculul s-a efectuat dupa urmitoarea formula:

A\

E

E —
proba marior 100

etalon

mg lipide totale/100ml ser = -
etalon martor

’

unde Cerajon— 1g trioleind/100 ml ser
Determinarea trigliceridelor din ser (178)
Trigliceridele serice , prin saponificare pun in libertate glicerind , care in prezenta
acidului periodic, este oxidata la aldehida formicid. Aldehida formicd reacfioneaza cu

fenilhidrazina in mediu acid, formand un produs de condensare colorat rogu- caramiziu.
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Mod de lucru:

Intr-o eprubetd de centrifugd s-au masurat 0.1 ml ser si 0.5 ml solutie alcoolici de

KOH4%,; intr-o alta eprubeta de centrifugi se introduc 0.1 ml solutie etalon de trioleina si 0.5

ml solutie alcoolica de KOH 4%.

Continutul eprubetelor s-a incalzit pe baie de apa la 60°C timp de 30 de minute. Dupa

récire , in fiecare eprubetd s-a adaugat 1 ml solufie sulfat de magneziu 3.7% si 3 ml apa
distilata.

Dupa agitare, precipitatul de hidroxid de magneziu format, a fost indepartat prin

centrifugare.

In continuare s-a respectat urmatorul mod de lucru:

ic, timp de 10 minute

R ¢ . 0.5

)

Se lasi in repaus, la intuneric 10 minute

. ”’,"%ﬁ‘” 2.0 2.0 2'0

2

Dupa 15 minuté, timp in care s-a perfectat reactia, probele s-au fotometrat la A=530nm.

Calculul s-a efectuat aplicand formula :

E - Emarlor
mg trigliceride /100ml ser =L Mo o 100

etalon
elalon martor

unde Cegaion = 100mg trioleind%
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Transaminazele alanin aminotransferaza (ALAT) si aspartat aminotransferaza (ASAT)

au fost determinate prin metoda colorimetricd cu 2,4-dinitrofenil hidrazina , prezentati in
subcapitolul 6.4.1.

6.4.5.2. Rezultate i discutii

6.4.5.2.1.Valorile colesterolului total la sobolanii tratati cu extract de Allium Sativum

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.4.5.1. si graficul 6.4.5.1

Valorile colesterolului total la sobolanii tratati cu extracte de Allium Sativum

Tabelul 6.4.5.1

T W SRS S O SIS RIS S P |

2 12355107 137,29 £ 1,72 144,33 £ 1,35

%3 102,7 £ 1,30 131,42+ 1,30 111,1 + 0,87
107,4 £0,92 118+ 0,57 1155+ 1,31
" 7 118,5 £ 0,52 118,51 + 0,60 117,46 + 0,98

Lotul 1 — colesterol; lotul 2 — colesterol + extract + colesterol; lotul 3 — extract concentrat (fara

colesterol) ; lotul 4 — martor

La lotul 1 hranit in exclusivitate cu hrana imbogatita in lipide, se observa o cregtere a
valorii colesterolemiei pe tot parcursul experimentului,.ajungind in cea de-a 22-a zi, de la
valoarea de 123,5 mg% la o valoare de 144,33 £ 1,35 mg%, ceea ce reprezinta valori cu 4,39%
respectiv 22% mai mari decat martorul.

La cel de-al doilea lot, ciruia i s-a administrat extract de Allium Sativum, dupa 3 zile de
la inceputul experimentului se observa o scadere a valorii colesterolemiei fafa de lotul 1, la
102,7 + 1,30 mg% ceea ce reprezintd o valoare cu 16,84% mai scizutd fata de lotul cu
colesterol, respectiv cu 13,34% fata de lotul martor, a carui.valoare a colesterolului se situeaza

la118,5 £ 0,52 mg%.
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O scadere a colesterolemiei se inregistreaza si la lotul 3 tratat cu extract concentrat de
Allium Sativum. Valoarea acesteia se situeaza la 107,4 + 0,92 mg%, ceca ce reprezinta o

scédere cu 10% fata de valoarea martorului.

Valoarea colesterolemiei mg %
150
2 100, @ recoltarea intai
g g0l — | Brecotareaa2a
Brecotareaa 3-a
0

lot1 lotd2 lotud3 lotu4

La cea de-a doua recoltare care s-a efectuat in a 19-a zi a experimentului se constati
urmatoarele:

La lotul 1, colesterolemia creste in continuare; aceasta se situeazi la o valoare medie
de 137,28 + 1,72 mg% ceea ce reprezintd o crestere cu 15,8% fatd de valoarea martorului, pe
cind la lotul 2 se inregistreazd o crestere a valorii colesterolemiei 131,48 + 1,30 mg%, cu
10,9% fatd de martor, iar la lotul 3 o crestere cu 13,29% fata de martor; aceste cresteri s-ar
putea explica printr-o stimulare a sintezei de colesterol in primele zile de administrare a
extractului.

Aceste date sunt confirmate §i de date recente din literatura de specialitate (270). Spre
deosebire de aceasta stare de fapt, in primele zile de administrare a extractului, iar in cea de-a
21-a zi a experimentului se observa o noud scadere a valorii colesterolemiei la toate loturile
tratate cu Allium Sativum, cu 18,3% la lotul 2 si respectiv cu 5,2% la lotul al 3-lea tratat cu
extract concentrat, fatd de valoarea colesterolemiei la lotul martor.

Se poate concluziona ca prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la
indivizi cu hipercolesterolemie provocata se poate ajunge la o scadere a valorii colesterolului

in plasma, care sd ajunga chiar sub valoarea martorului.
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Aceasta scidere a hipercolesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei

de colesterol de catre compusii cu sulf continuti in extractul de Allium Sativum. la nivelul

acetil-SCoA.

6.4.5.2.2. Valorile lipidelor totale la sobolani tratati cu extract de Allium sativam

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.4.5.2 si graficul 6.4.5.2.

Similar cu comportarea valorilor colesterolemiei se observi o evolutie asemanatoare dar

mai pregnanta

Alium sativum.

la nivelul lipidelor totale. la loturile carora li s-au administrat extracte de

Valorile lipidelor totale (mg%) 1a sobolanii tratati cu extracte de Allium sativum

Tabelul 6.4.5.2
prima recoltare A 2-a recoltare a 3-a recoltare
Nr. lot

(a 14-a zi) (a 19-a zi) (a 21-a zi)
1 1520£10.3 1440+12.7 1470£9.3
2 1300£7.3 940+5.2 400+8.5
3 540+4.5 40042.5 380+5.7
4 65013.7 600+7.2 606.8+5.8

Lotul 1 — colesterol; lotul 2 — colesterol + extract + colesterol; lotul 3 — extract concentrat (fara
colesterol) ; lotul 4 — martor
La lotul 1 s-au determinat valori ce se situeazd la o medie de 1470 9.3 mg%., cu

242.5% mai mari fatd de valoarea martorului.

Graficul 6.4.2

!
)

1500

mg% 1000 |

500

E & S & .
lotull lotul2 lotul3 lotul 4
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La lotul 2 caruia i s-a administrat extract de Allium sativum per os ,ulterior hranirii
exclusive cu grisime, s-a constatat ca in a 14-a zi a experimentului ( 3 zile de administrare de
extract) valoarea lipidemiei se situeaza la valori de 1300£7.3 mg % , cu 15% mai scizute faa
de lotul 1 hranit exclusiv cu hrana imbogatita in lipide. La cea de a doua recoltare ( dupa 7
administrdri de extract) s-a inregistrat o valoare de 940 5.2 mg %, ceea ce reprezinta
reprezintd o scadere cu 28.7% fata de valoarea obtinuta la prima recoltare. La cea de-a treia
recoltare , dupd 21 de zile de experiment , respectiv la 11 administrari de extract s-a obfinut o
valoare medie a lipidelor totale de 400 + 8.5 mg % , ceea ce aratd o revenire la valori
apropiate de ale martorului, reprezentdnd o scidere de 3.25 ori faid de valoarea lipidemiei
dupa prima recoltare.

La lotul al 3-lea , cdruia nu i s-a administrat hrana imbogatita in lipide, dar céruia 1 s-a
administrat extract concentrat de Allium sativum, per os, s-a observat o scddere a lipidemiei
fata de martor , cu 20 % dupa 7 zile de administrare a ex.tractului, respectiv cu 59.47 % dupa
11 zile de administrare a extractului concentrat.

In ceea ce priveste variafia lipidelor totale in plasma , in urma administrérii per os de
Allium sativum, s-a constatat o evidenta influen{ pozitiva asupra sciderii lipidemiei.

Chiar in cazul unei hrane bogate in lipide, administrarea de Allium sativum duce la
sciderea acestora la valori similare cu a valorilor normale din literatura de specialitate sau
chiar la o scadere sub aceste valori.

6.4.5.2.3. Valorile trigliceridelor (mg%) la sobolanii tratati cu extracte de Allium
sativum

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.4.5.3. si graficul 6.4.5.3.

fn urma operatiunii de prelevare de sdnge, dupa 14 zile de administrare de hrana
imbogatita in lipide, cu un confinut de 108 mg colesterol %, la primul lot s-a inregistrat o
valoare a trigliceridelor de 46.2+ 1.25 mg% situaté la valori similare cu a lotului martor.

Variatii mici ale cantitatii de trigliceride se inregistreaza i la urmatoarele doua recoltari,
astfel ca la sfarsitul experimentului , si se situeze la valoarea medie de 55.6 £1.40 mg%, cu
17% mai ridicata decat dupa prima recoltare, dar la valori apropiate de limita minima a

valorilor de referinta.
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Valorile trigliceridelor (mg%) la sobolanii tratati cu extracte de Allium sativum

Tabelul 6.4.5.3

prima recoltare a 2-a recoltare a 3-a recoltare
Nr. lot
(a 14-a zi) (a 19-a zi) (a 21-a zi)
1 46.2+1.25 51.8£0.91 55.6+1.40
2 47.3+0.85 52.3£1.20 51.5£0.70
3 31.9+£1.20 29.72+1.17 27.1+£0.92
4 40.5+0.71 45.94+0.85 52.65%0.50

Lotul 1 — colesterol; lotul 2 — colesterol + extract + colesterol; lotul 3 — extract concentrat (fara

colesterol) ; lotul 4 — martor

Valoarea trigliceridelor (mg%o)

60
401 188 -
mg% 30 b 5
S o
- 5 —
201 |-
i
% 7 %
lotul 1 lotul 2  lotul 3 lotul4

In ceea ce priveste lotul al 2-lea, se observa ca nivelul trigliceridelor se situeaza la valori
medii de 47.3£0.85, dupa prima recoltare , la 52.3£1.20 mg% la cea de-a 2-a recoltare i

respectiv la 51.5+0.70, la sfarsitul experimentului . Aceste valori sunt foarte apropiate de cele

ale lotului martor.

La lotul al 3-lea , cdruia i s-a administrat exclusiv extract concentrat de Allium sativum
(0.58g tiosulfinati/ml extract de Allium sativum) , se constatd o scadere continua a nivelului

trigliceridelor , de la 31.9 £1.20 mg% pana la 27.1£0.92 mg% (cu 42 %) fata de valorile

Graficul 6.4.5.3.

M recoltare 1
Orecoltare 2
M recoltare3
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trigliceridelor inregistrate la martor. Nivelul trigliceridelor la acest lot se gasesc la valori mai
scazute decat valorile minime de referin{3 a trigliceridelor.

Se poate concluziona ca o concentratie mai mare in Allium sativum (1 1.6mg tiosulfinati
/kgcorp/zi) fatd de 2.36 mg tiosulfinati/kg corp/zi conduce la o scidere substantiala (cu 42%) a

trigliceridelor fati de valoarea trigliceridelor a lotului martor.

Administrarea extractului diluat ( 0.118 g tiosulfina{i/100ml extract) nu a influentat

valoarea trigliceridelor in mod semnificativ.

6.4.5.2.4. Valorile activitatii alanin aminotransferazei (ALAT) la sobolani cu
hipercolesterolemie indusd, tratati cu Alium sativum

Rezultatele obtinute in cadrul studiului activitatii alanin aminotransferazei (ALAT) la
sobolani cu colesterolemie indusa, carora li s-au administrat diferite extracte de Allium
Sativum sunt prezentate in tabelul 6.4.5.4. si graficul 6.4.5.4.

Din valorile activitafii alanin aminotransferazei (ALAT) la primul lot, a cdrui hrana a
fost imbogatita in lipide se observa o ugoara crestere a activitdfit enzimei, ceea ce denota o
activitate mai intensa a ficatului, activitate influenfatd in mare masurd de prezenta unei
cantitdfi suplimentare de lipide. Activitatea enzimei se situeazi la valori de 48,73 U.L. cu
39,2% mai mari decat a valorii medii normale citata in literatura de specialitate.

Spre deosebire de primul lot, la cel de-al doilea lot, caruia i s-a administrat timp de 14
zile extract diluat de Allium Sativum 0,5 ml/individ/zi, se observa cid dupa administrarea a 3
doze de Allium Sativum, valoarea activititi enzimei ALAT se situeaza la 32,11 + 1,03 U.L
Aceastd valoare este similard cu valoarea normald a activitafii enzimei, ca dupa 7 doze,
respectiv 11 doze activitatea enzimei si creasci din nou, astfel ca la ultima recoltare sa se
situeze la valori de 45,30 +0,31 UL, adicd cu 29,42% mai ridicatd decat a valorilor
determinate din literatura de specialitate, respectiv cu 13,73% mai mare fatd de martor.

La lotul 3 tratat exclusiv cu extract concentrat de Allium Sativum, valorile activitagii
ALAT se situeazi la valori peste limita maxima a valorii normale indicatd de literatura de

specialitate, adic la valori cu aproximativ 19,5% mai mari.
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Valorile activititii alanin aminotransferazei (ALAT) (U.L) la sobolani cu
hipercolesterolemie indusa, tratati cu Alium sativum

Tabelul 6.4.5.2.4.

prima recoltare a 2-a recoltare a 3-a recoltare
Nr. lot
al4-azi a19-a zi a2l-azi
1 48,32 + 1,31 48,71 £ 0,42 49.16 + 0,56
2 32,11 £1,03 40,64 £ 1,12 45.30 £ 0,31
3 41,10+ 0,52 44,40 £ 0,78 47,82 £ 0,54
4 38,03 £ 0,31 41,07+ 0,42 40,42 £ 0,77
Graficul 6.4.5.4.

Valorile activitatii alanin aminotransferaza (ALAT)

‘Mrecdtarea inta
Orecdtareaaz-a
Brecdtareaa 3-a

Aceste valori mai ridicate ale activitatii ALAT fata de cele normale, respectiv

ale valorilor martorilor s-ar putea datora unui raspuns al ficatului atdt la hrana imbogatitd in

lipide cét si efectului administrarii extractului de Allium Sativum. Aceste date confirma

cercetirile anterioare (226).
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6.4.5.2.5. Valorile activititii aspartat aminotransferazei (ASAT) la sobolani cu
hipercolesterolemie indusa, tratati cu Allium Sativum
Rezultatele obtinute in cadrul studiului activitatii aspartat aminotransferazei (ASAT) la
sobolani cu hipercolesterolemie indusa, cdrora li s-au administrat diferite extracte de Allium
Sativum sunt prezentate in tabelul 6.4.5.5.si graficul 6.4.5.5.
Valorile activititii aspartat aminotransferazei (ASAT) (U.L.) la sobolani cu

hipercolesterolemie indusa, tratati cu Allium Sativum

Tabelul 6.4.5.5
Nr. lot prima recoltare a 2-a recoltare a 3-a recoltare
al4-azi al9-azi a2l-azi

1 104,4 £ 2,34 108,02 £ 1,22 107,79 + 1,21

2 84,96 + 1,57 79,23 £ 2,21 70,33 +2,71

3 95,56 + 2,01 56,84 £ 1,33 51,66 £ 1,56

4 82,51+ 1,77 63,06 + 1,52 71,06 £ 1,03
Graficul 6.4.5.5.

Valorile aspartat aminotransferazei(ASAT)

120

100 {
! 5 —— — 'Mrecoltarea intai
. 5 60 43 . |
2 i recoltareaa 2-a |
40 ;;, ‘Mrecoltareaa 3-a’
‘ 20 a4
| 0 -

lotul 1 lotul 2 lotul 3 lotul 4

Rezultatele releva, ca si in cazul alanin aminotransferazei, o afectare clard a activitatii
ficatului in urma administrarii de hrana imbogatita in lipide. Acest lucru este evident in cazul

lotului 1, a carui activitate ASAT se situeaza la sfarsitul experimentului ( dupa 21 zile de la
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inceputul acestuia), la valoarea de 107,97 + 1,21 U.L. Aceste valori sunt similare cu cele
obtinute la recoltirile precedente, toate situandu-se la valori cu 68,65% mai mari faja de
valoarea normala indicatd in literatura de specialitate (74 + 13 U.1L.), respectiv cu 67,12% fa{a
de valoarea medie a martorului.

In ceea ce priveste activitatea enzimei la lotul al 2-lea, se observa o diminuare a
activitatii enzimei la valori, dupa prima recoltare (84,96 £ 1,57 U.I) mai scdzute cu 18,7% fata
de cele ale lotului 1. Activitatea enzimei continu3 si scada in urma administrarii a 7 doze,
respectiv a 11 doze de extract diluat de Allium Sativum, pind la o valoare de 70,33 +£2,71 U.L,
cea ce reprezintd o diminuare a activitafii enzimei cu 32,38% fatd de prima recoltare.

In cazul celui de-al 3-lea lot, ciruia i s-a administrat exclusiv extract de Allium
sativum concentrat, fard a i se Tmbogati dieta zilnica cu lipide, se constatd o diminuare §i mai
pregnanti a activitafii ASAT;

Astfel in urma administrarii a 11 doze de Allium Sativum pe individ, activitatea
enzimei se va situa la o valoare de 51,66 + 1,56 U.L,, adica cu 13,9% fata de valoarea minima
normala regisita in literatura de specialitate §i cea a lotului martor.

Se poate concluziona céd prin administrarea unui timp mai indelungat a unor extracte
diluate de Allium sativum, in paralel cu o hrani imbogatita in lipide, se constatd o diminuare a
activitatii ASAT la valori ce se situeazi la limitele normale citate de literatura de specialitate,
pe cind prin administrarea unui extract concentrat de Allium sativum, activitatea enzimei
ASAT se diminueazi cu 13,90% fata de valoarea normala a acestuia.

De asemenea prin determinarea raportului De Rittis ( ASAT/ALAT ) s-a obtinut o
valoare de aproximativ 1,10 (fatd de valoarea normald de ASAT/ALAT =1,3 la o functionare
normala a ficatului) ceea ce denota o afectare a functiei ficatului, atit in urma administrarii

suplimentare de lipide cat si a extractului de Allium Sativum, in special a celui concentrat.

6.4.5.3. Concluzii
e Prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la indivizi cu hipercolesterolemie

provocata se poate ajunge la o scadere a valorii colesterolului in plasm3, apropiata de valoarea

normala indicata in literatura de specialitate.

e Sciderea colesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei de colesterol de

citre compusii cu sulf confinuti in extractul de Allium Sativum.
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e Valorile activitéfii alanin aminotransferazei (ALAT) la primele 3 loturi, denotd o ugoara
crestere a activitdfii enzimei ceea ce implicd o activitate mai intensd a ficatului, activitate
influentatd in mare masurad atdt de prezenta unei cantititi suplimentare de lipide cat si de
influenta extractelor de Allium Sativum ( de existenta compusilor cu sulf din extract ).

e Prin administrarea unui extract concentrat de Allium Sativum activitatea enzimei ASAT se
diminueaza cu 13,90% fata de valoarea normal3 a acesteia.

o raportul De Rittis ( ASAT/ALAT ) prezinta o valoare de aproximativ 1,10 ceea ce denota o

afectare a functiei ficatului atat in urma administrarii suplimentare de lipide cét si a extractului

de Allium Sativum, in special a celui concentrat.
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6.5 Determinarea proprietifilor de imunomodulator al extractelor naturale de

Allium sativum

Sistemul imun §i funcfia imunitard realizatd de acesta fac parte din schemele
functionale complexe ale organismului ce contribuic la pastrarea homeostaziei.
Functionalitatea normala de aparare imunologica constituie o conditie esentiald pentru
supraviefuirea organismului. Capacitatea de apirare este insd condifionati de gradul
dezvoltarii morfologice §i functionale a factorilor umorali si celulari care intervin in
reactiile de tip imun.

Imunomodularea implica o serie de mecanisme care vizeazi modelarea sistemului
imun, de la caz la caz, pe o gami larga de modalitd{i de raspuns adaptativ la solicitarile
mediului extern, de la inducerea imunotolerantei si pAnd la stimularea generala specifica si
nespecificd a organismului. Descifrarea analitici a mecanismelor imunologice permite,
ulterior , dezvoltarea unor tehnologii de dirijare a funcfionarii acestor mecanisme in sensul
dorit de experimentator. S-a ajuns in acest fel la situatia impresionanta a posibilitatilor
metodologice pe care le are imunologia in prezent. Astfel, o multitudine de teste permit
studierea extrem de amanuntitd a sistemului imun §i objinerea de date obiective,
majoritatea exprimate prin valori matematice, care definesc ceea ce se numesgte " statusul
imun” sau profilul imunologic .

Profilul imunologic reprezinta suma datelor cantitative i calitative a elementelor
care fac parte din sistemul imun. Valorile, indicii si calificativele prin care se exprimd
reprezintd o sintezi a elementelor definitorii a competenfei imunologice, a capacitatii
imunosistemului de a recunoagte perturbarile exo- sau endogene si de a rdspunde specific.

Sistemul imun este constituit din ansamblul organelor , fesuturilor, celulelor §i
moleculelor care participa la recunoasterea structurilor stréine i la protectia organismului
faja de consecinfele nocive ale microorganismelor. Structurile sistemului imun sunt
conectate in cadrul mecanismelor care actioneazi permanent §i raspund tuturor agentilor

patogeni potentiali prin elaborarea factorilor de apirare. Acesti factori pot fi nespecifici,
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caracteristici rezistenfei naturale a organismelor, sau specifici, caracteristici raspunsului
imun adaptativ.

Mecanismele nespecifice de aparare sunt realizate cu pariciparea complementului,
properdinel, lizozimului, leucocitelor polimorfonucleare, precum si a numerosi mediatori
moleculari secretati de celule.

Mecanismele specifice sunt realizate de celule gi molecule implicate in raspunsul
imun umoral ( sinteza de anticorpi) sau celular ( activare celulara).

In experimentele efectuate s-au utilizat unele substanje imunomodulatoare care
determina restructurari nespecifice ale unor efectori §i mecanisme fara ca aceste modificari
sd poarte amprenta decisd de raspuns fatd de anumifi epitopi imunogeni. Substantele
imunomodulatoare activeaza sistemul imun de la caz la caz , pe o gama larga de modalitati
de raspuns imun. Ele stimuleaza atat factorii umorali specifici cit gi unele procese
nespecifice cum ar fi fagocitoza, producerea de properdina, lizozim §i complement. Acest
fapt impune ca la stabilirea efectului imunogen al unui produs sa se cuantifice atat factorii
imuni specifici cat §i cei nespecifici. Acesti factori, in ansamblul lor, constituie profilul
imun al organismului.

Metodologia de testare a statusului imunitar presupune in primul rdnd investigarea
competentei functionale a celulelor implicate in imunitate, indicator al competentei
imunologice generale. Metodele de investigare vizeaza elementele structurale sl
functionale ale limfocitelor, celulelor prezentatoare de antigen, celulelor fagocitare si ale
altor celule paricipante la raspunsul imun care oferd informafii pentru definirea profilului
imunologic. in cadrul acestora, testele imunologice " conventionale " ofera date suficiente
pentru evaluarea corecta a capacititii de reactie a sistemului imun, deci, realizeaza tabloul
corect al raspunsului imun.

Dintre acestea , mentionam:

e examenul morfopatologic, macroscopic §i microscopic

e examenul gravimetric al organelor implicate in sistemul imun

e dozarea imunoglobulinelor

e examenul hematologic- pentru determinarea numdrului de leucocite si a formulei

leucocitare

BUPT



216

e dozarea factorilor imuni nespecifici umorali

Apreciera raspunsului adaptativ si natural indus de produse antibacteriene se
realizeazd prin determinarea profilului imunologic deoarece valorile, indicii si
calificativele prin care se exprima acesta cuprind atit componentele, cat si ansamblul
efectorilor §i mecanismelor imunitare.

Cercetirile efectuate au urmdrit caracterizarea raspunsului imun indus de produse
bacteriene la 2 specii de animale : suine §i bovine .

Pentru stabilirea intensitaii restructurarilor imunologice induse de antigenii
bacterieni administrati s-au determinat urmatorii parametri imunologici:

e lizozimul seric — este o proteina cristalizabilad cu functii de glucozidaza , avand

actiune litica asupra bacterilor;

e properdina sericdi — intervine in distrugerea a o serie de bacterii, a unor
bacteriofagi, si are probabil, rol anticanceros; concentratia acesteia reprezinta un
parametru al reactivittii imunologice naturale

o indicele fagocitar — reprezinta un indicator al capacititii fagocitare ca proces de
aparare specificd si nespecifica, rezultanta acfiunii sinergice atat a elementelor
celulare cat si a factorilor umorah de aparare.

Datele obtinute se coreleaza cu rezultatele leucogramei, deoarece este posibil
ca indicii scazuti ai fagocitozei sa fie datorafi leucopeniei generale in cadrul
careia si numarul de fagocite sa fie situat sub limitele normale.

e leucograma- oferd date cu privire la modificarile survenite in sistemul celular de
apdrare ca urmare a stimulului antigenic; aceste restructurari reflectd capacitatea
de raspuns specific si nespecific fata de agresiunile microbiene

e titrul de anticorpi- confirma importan{a gammaglobulinelor in cadrul procesului
de aparare la nivel umoral .

Din punct de vedere ontogenetic, raspunsul imun este dependent de gradul de

maturitate morfofiziologica a organismului . in cursul proceselor de imbitrénire,

) ) . . ) e . 5
capacitatea de a produce anticorpi se micgoreaza, deci "memoria" imunologica se dezvolta,

se matureaza si se pierde in timp.
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Scopul studiului prezent constd in definirea statusului imun si a evaludrii

influentelor exercitate de extractul de Allium sativum si de determinare a eventualelor

proprietafi de imunomodulator ( stimulator sau supresor ) al acestuia.
6.5.1. Studiul efectului imunostimulator si antitoxic a extractului de Allium

sativum, la suine

Cregterea si exploatarea suinelor poate fi influentatd in mod nefavorabil de

micotoxinele secretate de unele specii de fungi prezente in furaje.

Micotoxinele actioneazi asupra organismului animal pe multiple cii, care nu sunt
de neglijat, cele mai importante fiind cele nefrotoxice, hepatotoxice, teratogene,
carcinogene, imunodepresive sau / §i imunotoxice. Aceste aspecte sunt cu atit mai
importante cu cit s-a dovedit cd micotoxinele din organismele animale pot si ajung
frecvent la consumatorul uman prin produsele obfinute in urma sacrificirit acestuia.

Efectele negative ale micotoxinelor sunt influenfate nu numai de cantitatea ingerata
ci si de perioada mai lungad de mentinere a lor in diferitele structuri ale organismului
animal.

Micotoxinele prezente in furaje influenjeaza in mod negativ atat ritmul de
dezvoltare corporala cat si reactivitatea imunologicd a organismului , declangand in mod
frecvent boli cu o evolutie specifica.

Caracteristica generald a bolilor produse de fungii toxigeni ( micotoxicoze) consta
in aceea ci nu existd mijloace terapeutice de combatere , singura masura eficienta fiind
prevenirea aparitiei acestor boli.

Micotoxinele genereazd fenomene de imunodepresie care au la baza , pe langa
modificirile morfopatologice si histopatologice ale diferitelor organe si modificari ale
tabloului sanguin si a capacitatii functionale a efectorilor imuni umorali §i celulari.

in studiul efectuat ne-am propus si studiem atdt efectul imunostimulativ al
extractului de Allium sativum la tineretul suin stimulat antigenic cu vaccinul contra
agalaxiei contagioase la ovine , cat si efectul potentiator al extractului in cazul prezentei
in furaje a micotoxinelor(227).

6.5.1.1. Material si metoda

Cercetarile s-au efectuat pe 15 purcei in varstd de 12 saptamani , grupati in trei

loturi experimentale:
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Lotul martor ( M) a fost constituit din 5 animale care au fost hrinite cu furaje de
buna calitate si care au fost vaccinafi subcutan (s.c.) in 2 reprize la interval de 14 zile cu
cite 1 ml vaccin contra agalaxiei contagioase la ovine;

Vaccinul contra agalaxiei contagioase este un vaccin inactivat continind antigeni
de Mycoplasma agalactiae, produs de INMV Pasteur Bucuresti.

Lotul al 2-lea (E1) a fost constituit din 5 animale hranite cu furaje de buna calitate
la care, pe langa vaccin s-au administrat cate 2ml, s.c. , extract apos concentrat de Allium
sativum ( 0.58g tiosulfinati/100 ml extract) .

La lotul al 3-lea (E2), constituit din 5 animale hranite cu furaje de buni calitate in
care au fost addugate micotoxine ( 275ml micotoxine/kg furaj) , i-au fost administrate
subcutan 2ml vaccin §i 2ml extract concentrat de Allium sativum (0.58g tiosulfinati/100

ml extract). Protocolul de administrare i recoltare a probelor de sange e redat in tabelul
6.5.1.

Tabelul 6.5.1

Lotul Perioada experimentala
inifiere 15 zile 25 zile 35 zile
M . S
b
VM VM
| | Proba Proba
sange sange
Proba Proba
sange sange
& t f
VM+As VM+As T T
| | Proba Proba
Proba Proba sange sange
sange sange
E: t t t
VM+M+As VM+M+As VM+M T
| I | Proba
Proba Proba Proba sange
sange sange sange
............. : VM - vaccin (contra agalaxiei contagioase ovine)
M - micotoxine;
As- extract Allium sativum
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Obtinerea culturii de micotoxine:
Micotoxinele utilizate s-au obtinut prin cultivarea unei tulpini de Aspergillus flavus
pe un mediu format din 5% faina de orez si 4 % fiini de porumb. Mediul insdmantat s-a

incubat timp de 10 zile la temperatura camerei, perioada considerati necesara elaboririi

de micotoxina.

Pentru a stabili tipul de micotoxind s-a efectuat un extract eterat cu ajutorul
extractorului Soxhlet. Extractul obtinut dupa evaporarea eterului etilic , pe o baie de apa
la 40° C s-a preluat cu un amestec format din cloroform si etanol (9:1).

Pentru purificare , in vederea executarii cromatografiei s-a efectuat o filtrare printr-
o coloand pe Silicagel. Extractul obtinut s-a evaporat la se , dupi care s-a reluat cu 0.5
ml solutie de spilare si s-a aplicat pe placile de Silicagel, activate in prealabil la 105 °C.

Citirea probelor s-a facut dupa developarea si uscarea plicilor la o lampa de UV.
Determinirile au evidentiat cd 50 ml de culturd de Aspergillus flavus contine 903 pg
micotoxind ( ochratoxind si urme de aflatoxind B1l) . Prin omogenizarea a 275 ml cultura
intr-un kg de furaj s-a obfinut furaj cu micotoxind, care s-a introdus zilnic in ratia
animalelor din lotul experimental E2.

Mod de lucru:

Pentru determinirile de laborator s-au recoltat probe de sdnge prin punctia venei
jugulare la urmitoarele intervale : 1a inceputul experimentului , la 15, 25 si 35 de zile.

Probele recoltate au fost prelucrate in laborator, determinindu-se urmétorii
parametri imunologoci :

e properdina - printr-o metoda preluata de la INMVB Pasteur- Bucuresti , care
constd in determinarea colorimetricd a properdinei izolate prin complexare pe inulind i
tratarea cu reactiv biuret. Valorile s-au interpretat fatd de o curbd etalon stabiliti in
prealabil

elizozimul- s-a determinat prin testul de difuzie simpla si radiala in gel de agar fata
de o cultura de Micrococcus lysodeicticus. Diametrul haloului determinat de liza
germenilor inclusi in mediu este direct proportionald cu concentratia in lizozim a serului.

e leucograma - s-a determinat prin metoda May- Grunwald- Giemsa (304)

otitrul de anticorpi - s-a determinat prin testul ELISA (304)
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Pentru determinarea influentei micotoxinelor asupra modului de valorificare a
furajelor s-au efectuat cantariri la inceputul periodei experimentale si la sfarsitul acesteia.
Aprecierea rezultatelor s-a facut prin calcularea sporului mediu zilnic de crestere

6.5.1.2. Rezultate si discutii

La specia suind , ca de altfel la toate mamiferele, raspunsul imun la stimulul
antigenic este influen{at in mare masura de integritatea morfofunctionala a organismului.
Micotoxinele ajunse accidental in organismul animal interfereaza sistemul imun , prin
diminuarea atat a efectorilor specifici ( celule imune si anticorpi) cat si a celor nespecifici
umorali ( lizozim, properdina) si celulari ( polimorfonucleare si mononucleare, indice
fagocitar ).

Datele obtinute in condifiile experimentale realizate prin administrarea in hrana la
tineretul suin timp de 15 zile in doze de 2.5 mg / kg furaj aflatoxine evidentiaza o
diminuare a rezistentei nespecifice care insa e compensatd prin administrarea extractului
de Allium sativum.

Daca extractul de Allium sativum stimuleazd sinteza efectorilor specifici si
nespecifici la lotul de animale vaccinat la un nivel mai ridicat decat valorile inregistrate la
lotul martor, acest efect se realizeaza si in cazul prezentei micotoxinelor.

Lizozimul seric evolueaza diferit , pe parcursul perioadet experimentale, in functie
de lotul de animale. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 6.5.2 si graficul 6.5.1.

La lotul martor, valorile medii a concentratiei lizozimului seric cresc progresiv
atingdnd concentratia maxima la 25 de zile de la inceputul experimentului. Aceasta
dinamica a lizozimului seric se inregistreaza si la lotul de animale la care , pe langa
vaccin , s-a administrat extractul de Allium sativum , cu mentiunea cd valorile sunt
semnificativ mai mari : la 25 de zile - la lotul M s-au inregistrat 14.7 + 0.64 pg/ml ser , la
lotul E1 s-au inregistrat valori de 16.4 £1.50 pg/ml ser, cu 11.56 % mai mari dect cele
ale lotului martor, pentru ca la lotul al 3-lea, E2 , in prima parte a experimentului ,
valorile medii ale concentratiei lizozimului seric se mentin la valori similare cu cele
inregistrate la lotul M si respectiv la lotul E1, dar in partea a 2-a a experimentului acestea

sunt mai mici decat cele inregistrate atat la lotl M cat si la lotul E1.
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Valorile medii ale lizozimului seric, pg/ml ser.

89
o

Tabelul 6.5.2
Lot Indivizi | Rezultate | Perioada experiment ]
Initial 15 zile 25 zile 35 zile
M 5 Xx+Sx 12,8+0,71 13,4+0,75 | 14,7£0,64 | 14,2+0,73 |
C.uU. 556 5,64 4,35 5.14
E; 5 x£Sx 12,9+0,89 13,7£1,12 16,4+1,5 15,6£2.4
C.uU. 6,90 8,17 9,15 15,38
E> 5 x+Sx 12,5£0,76 12.9+£2 4 13,5+0,86 13,6+3,1
C.U. 6.08 18,60 6,37 22,79
Legenda: M — martor; El1 - vaccinat + AS; E2 —vaccinat + AS 4
micotoxine
Graficul 6.5.1.
Valorile medii ale lizozimului seric la suine
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Aceastd evolutie a lizozimului seric , se inregistreazi si la lotul E2, ceea ce releva
faptul ca extractul de Allium sativum potenfeazi in misurd mai redusa sinteza acestui
parametru imunologic in prezenta micotoxinelor.

Rezultatele obginute evidentiaza efectul cumulativ al micotoxinelor asupra sintezei
de lizozim seric.

Properdina sericd , ca factor principal al rezistenfei nespecifice , prezintd o
evolutie caracteristica la cele trei loturi, pe toatd perioada experimentului, asa cum este
reprezentata in tabelul 6.5.3 si graficul 6.5.2.

Daca la inceputul experimentului nu se constatd diferenie semnificative, valorile
medii ale properdinei fiind sensibil egale si fard variatii individuale ( coeficientul de
variatie C.V. este mai mic de 10% ) , dupa a 2-a administrare a extractului de Allium
sativum apar diferente semnificative care se menfin pand la sfargitul perioadei
experimentale.

Astfel | la 25 de zile de la inceputul experimentului , valorile medii ale properdinei
serice la lotul martor M sunt mai mici decit la lotul E1 ( 18.9 £1.04 mg% ml ser ) , fata
de 23.0+2.9 mg % ml ser, diferenta care se pastreaza si la sfarsitul experimentului. Aceste
date evidentiaza efectul stimulativ al extractului de Allium sativum asupra sintezei de
properdina serica.

La lotul E2 , la care pe lianga vaccin si Allium sativum s-au administrat §i
micotoxine, valorile medii , in prima parte a periodei experimentale sunt similare cu cele
inregistrate la lotul martor gi E1, dar in partea a 2-a, ele sunt mai mici decét la lotul El
dar mai mari decét la lotul martor.

Acest aspect relevi ca extractul de Allium sativam inhibad efectul imunotoxic al
micotoxinelor.

Mentionam insa ca in cazul properdinei serice, valorile individuale prezinta o
variatie mare ( C.V.- 16.2 %) , ceea ce dovedeste o reactivitate imunologica diferita a

animalelor fata de extractul de Allium sativum in prezenfa micotoxinelor.
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Valorile medii ale properdinei serice (mg% mliser)
Tabelul 6.5.3
‘Lotul | Nr. | Speci- |_ __Perioada experimentala
indivizi ficare Initial La 10 zile | La 25 zile | La 35 zile
M 5 XiSx_| 162+098 | 175612 | 189104 | 209196
CU | _ 606 v 69 530 | 940
E, 5 x£:Sx 15.9+0.95 174413 | 23.0£29 | 237411
C.U. 7.33 147 12,61 464 |
E, 5 Cx#8x | 16,321,10  16,9+2,1 20,6+3,3 | 21,430
oo leu poes 1243 | 1602 1402
Graficul 6.5.2.
Valorile medii ale properdinei serice la suine
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Indicele fagocitar . Fagocitoza, ca proces de aparare specifica si nespecifica este

rezultanta actiunii sinergice atat a clementelor celulare cat si a factorilor umorali
nespecifict de aparare. Datele obtinute evidentiaza o dinamica similard a indicelui

fagocitar cu cea a properdinei serice, ceea ce se prezintd si in tabelul 6.5.4 si in graficul
6.

-
J.

wh

Valorile medii ale indicelui fagocitar la suine

- Tabelul6.5 4
Lotul Nr. Speci- Perioada experimentala
indivizi ficare Initial Lal5zie | La25zile | La35zile
M 5 X+Sx 60,1+2.3 66,3142 67,9123 | 78,9+£3.2
C.U. 383 1633 | 339 405
E, S| x#Sx | 57,0£l,1 | 70,1%23 | 73,5%5.2 | 80,8424 |
C.U. 237 | 328 654 | 297
E; 5 x£Sx | 58.6£32 | 66,739 | 71,549,1 | 75,6482
L CU [ sac [ sed [ 1273 | 1085
Graficul 6.5.3.

Valorile medii ale indicelui fagocitar la suine

OE2
OE!
m|M

90
80
70
60
50

mgY% mlser|
me 40

-

b

20

10

BUPT



225

Valorile cele mai ridicate s-au inregistrat la lotul la care pe lingd vaccin s-a
administrat gi extractul de Allium sativum.

La lotul E2 ( la care s-au adiugat si micotoxinele) efectul extractului de Allium
sativum asupra indicelui fagocitar se manifestdi numai in a 25-a zi a peroadei
experimentale, inregistrdnd o valoare de 71.5 + 4.1 % fati de 67.9 +2.3 %, la lotul
martor. La sfarsitul periodei experimentale, ca urmare a efectelor toxice cumulative a
micotoxinelor valoarea indicelui fagocitar este mai mica decét la celelalte loturi. Si in
acest caz se constata o variabilitate mare individuala.

Leucograma , test care evidentiazd modificirile survenite in tabloul sanguin si in
mod special , in cazul unor stimuli antigenici, redd efectul stimulativ al extractului de
Allium sativum asupra celulelor implicate in raspunsul imun specific si nespecific.
Evolutia datelor obtinute prin leucograma este similara cu a indicelui fagocitar si cu titrul
de anticorpi specifici anti Mycoplasma agalactiae, dupa cum sunt prezentate in tabelul
6.5.5. si graficul 6.5.4.

Daca in cazul leucocitelor totale nu se constatd diferenie semnificative intre
esantioanele recoltate de la cele 3 loturi de animale, diferentele apar insd in evolufia
limfocitelor ( celulele imunocompetente ).

La lotul stimulat numai cu vaccin ( lotul martor) , limfocitele cresc progresiv pana
la sfarsitul experimentului cdnd se inregistreaza valoarea maxima de 50.8 + 1.2 % din
leucocitele totale. La lotul la care , pe langa vaccin s-a administrat gi extract de Allium
sativum ( lotul E1) dinamica este asemandtoare dar raportul neutrofile/ limfocite se
inverseaza in a 25-a zi a peroadei experimentale. Acest fapt denota ci extractul de Allium
sativum stimuleaza procesul de citodiferentiere a limfocitelor. La lotul la care extractul
de Allium sativum a fost administrat in prezenfa micotoxinelor ( E2) limfocitele scad pe
parcursul periodei experimentale cu o ugoara cregtere la sfarsitul experimentului. Aceasta
dinamica evidentiaza efectul citotoxic al micotoxinelor.

Efectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifesta numai la
concentratii mici de micotoxine, aspect care rezultd din datele obfinute la 15 zile de la

inceputul perioadei experimentale.
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Valorile medii ale elementelor afectate , din formula leucocitar3, la suine vaccinate

cu vaccin contra agalaxiei contagioase ovine, tratate cu extract de Allium sativum si
hranite cu furaje cu micotoxine

Tabelul 6.5.5.

572 | 9046.1+ | 527 |10207.0+ | 401 | 10530+ | 5.00
506 477 410 527

58.0+0.7 | 1.20 | 56.840.6 | 1.05 | 50.6+0.7 | 1.38 | 44.3+1.1 | 2.48

36.0£0.6 | 1.66 | 37.2+0.5 | 1.34 | 434106 | 1.38 | 50.8+1.2 | 2.36

9382.0+ | 7.22 |10400.0+| 895 | 9800.0+ | 857 | 10680+ | 4.57
678 931 840 489

57.940.9 | 1.55 | 52.740.5 | 0.94 | 37.9+1.2 | 3.16 | 32.4+0.8 | 2.46

36.840.7 | 1.90 | 32.5+0.4 | 1.23 | 48.3+0.7 | 1.41 | 54.9+0.6 | 1.09

8928.5% 8.88 9385+ 7.05 | 7700.0+ | 7.71 | 7671.4+ | 2.83
793 662 594 217

59.8+0.8 | 0.74 | 59.840.5 | 0.83 | 59.6+0.9 | 1.51 | 58.6+0.6 | 1.02

374407 | 1.87 | 332404 | 1.20 | 32.610.7 | 2.14 | 39.120.6 | 1.53

!

Unde M: lot martor vaccinat;

El:lot experimental vaccinat+extract de Allium sativum;

E2: lot experimental + extract Allium sativum + micotoxine
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Astfel, valorile medii ale limfocitelor sunt aproximativ egale ( la 15 zile ) cu cele
inregistrate la lotul martor si la lotul experimental E1.

In consecintd micotoxinele determind fenomene de imunodepresie actionand fie
prin blocarea evenimentelor celulare §i moleculare ce compun inductia raspunsului imun,
fie pe cele ce formeaza expresia raspunsului imun.

Titrul de anticopi antiMycoplasma . Analizand rezultatele obfinute cu privire la
raspunsul imun specific determinat prin testul ELISA | se constati ca extractul de Allium
sativum stimuleaza sinteza de anticorpi atat atunci cind este administrat ca un adjuvant
vaccinal cét si in prezenta micotoxinelor.

Astfel , daca la animalele din lotul martor vaccinat, titrul de anticorpi creste
progresiv pe perioada experimentului, la animalele din lotul E1 , cresteri semnificative se
inregistreazd inca dupa prima administrare ( tabelul 6.5.6.). Valoarea semnificativ
crescuti a titrului de anticorpi in raspunsul imun primar , releva ci extractul de Allium
sativum poate fi administrat numai o singura dati in stimularea raspunsului imun post
vaccinal. Valoarea maxima a titrului de anticorpi DO (105.8+ 3.87 ) ce se inregistreaza la
sfargitul perioadei experimentale este cu 63.2 % mai mare fata de lotul martor vaccinat.

Efectul imunoreglator al extractului de Allium sativum se manifestd si in cazul
prezentei micotoxinelor, dar mai tardiv , numai in partea a 2-a a perioadei experimentale.
Astfel in a 25-a zi a experimentului, titrul de anticorpi inregistrat este semnificativ mai
mare decat a martorului ( 47.3 £ 1.87 DO fata de 34.0 + 2.23 DO) dar este mai mic decat
cel cel inregistrat la in cazul lotului E1.

Extractul de Allium sativum pe langa efectul imunostimulator , influenteazi pozitiv
si valorificarea hranei de catre animal, aspect care reiese din sporul mediu zilnic realizat
la animalele din lotul E1 ( Tabelul 6.5.7.)

Daci la animalele din lotul martor sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g / zi ,
animalele din lotul E1 au inregistrat un spor de 0.488g/zi cu o crestere de 29.1 % fata de

lotul martor.

BUPT



Sinteza de anticorpi (AntiMycoplasma - test KLISA) la suine

_ I _ Tabelul 6.5.6.
Lotul Nr. Titrul Perioada experimentali
indivizi de an- Initial LalSzile | La25zile | La35zile
ticorpi
(DO)
M 5 x+Sx | 17,7+0,80 | 2594138 | 34,0£2.23 | 64.8+4.73
C.. 4,52 5.33 6,56 730
E 5 x£Sx | 18,841,100 | 29,6£1,12 | 85.7¢1,92 | 10581387
C.U. 5,85 3,78 2,24 083
E, 5 xtSx | 19,540,93 | 20,741,206 | 47.341.87 | 56,6+2.60
JCU | 477 609 | 395 | 459
Graficul 6.5.4.

sinteza de anticorpi (AntiMycoplasma - Test ELISA)

oe2.
oK 120
M

100

80

[mg%omiser] 60

Efectul benefic al extractului de  Allium sativum asupra dezvoltarii corporale ale
animalelor se reflecta si in cazul prezentel micotoxinelor, sporul mediu zilnic inregistrat
la animalele din lotul E2 fiind de 0.337g/21 fata de  0.378g/zi la animalele din lotul

martor.
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Valori medii ale dezvoltirii corporale la suine

- o e Tabelul 6.5.7.
Lotul | Nr. animale | Specific Greutatea (kg) Spor mediu
Initial Final zilnic (gr)
M 5 X£Sx 16,16+0.78 29,40£1.28 0,378+0.02
o cu 4.87 Vo437 | 576
E, 5 X£Sx 15881079 | 3051£125 | 04881006
C.U. 4,99 4,10 1229
E> 5 X£Sx 16,2040,88 26,32+1,06 0.,337+0.09
. JCeu 54 ) 403 ] 2670
Graficul 6.5.5.
Valorile medit ale desvoltarincorporale
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6.5.1.3 Concluzii

* Extractul de Allium sativum stimuleazi sinteza efectorilor specifici si nespecifici
la un nivel mai ridicat decat valorile inregistrate la lotul martor, atat la lotul de animale
vaccinat cét si in cazul lotului caruia i s-au administrat §i micotoxine;

* Se evidentiaza efectul stimulativ al extractului de Allium sativum asupra sintezei
de properdind sericd: extractul de Allium sativuam inhibi efectul imunotoxic al
micotoxinelor.

e Extractul de Allium sativum potenteaza in masurd mai redusa sinteza lizozimului
seric in prezenta micotoxinelor.

Rezultatele obfinute evidentiaza efectul cumulativ al micotoxinelor asupra sintezei
de lizozim seric.

e Extractul de Allium sativum inhiba efectul imunotoxic al micotoxinelor.

e La sfarsitul perioadei experimentale, ca urmare a efectelor toxice cumulative a
micotoxinelor valoarea indicelui fagocitar la sfarsitul periodei expeimentale este mai
mica decat la celelalte loturi

eExtractul de Allium sativum stimuleaza procesul de citoformare a limfocitelor

eEfectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifestd numai la
concentratii mici de micotoxine

eValoarea semnificativ crescuta a titrului de anticorpi antiMycoplasma in raspunsul
imun primar , releva cé extractul de Allium sativum poate fi administrat numai o singura
dat3 in scopul stimularii raspunsului imun .

e La sfargitul experimentului, titrul de anticorpi inregistrat este semnificativ mai
mare decat a martorului ( 47.3 + 1.87 DO fata de 34.0 + 2.23 DO) dar este mai mic decit
cel inregistrat la in cazul lotului E1.

oExtractul de Allium sativum pe langd efectul imunostimulator , influenteaza
pozitiv si valorificarea hranei de cétre animal,

oL a lotul martor, sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g/ zi , animalele din lotul E1
au inregistrat un spor de 0.488g/zi cu o crestere de 29.1 % ;

o Efectul benefic al extractului de Allium sativum asupra dezvoltirii corporale a

animalelor se reflecta si in cazul prezentei micotoxinelor, sporul mediu zilnic inregistrat
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la animalele din lotul E2 fiind de 0.337g/zi fajd de 0.378g/zi la animalele din lotul
martor.
6.5.2. Studiul efectului imunostimulator a extractului de Allium sativum , la
bovine

Afectiunile sistemului imun caracterizate prin reducerea semnificativa a functilor
sale de recunoastere si de elaborare a raspunsului pot fi remediate prin utilizarea unor
substante imunomodulatoare. Datoritd acestui fapt, stimularea pe cdi nespecifice a
factorilor imunologici de aparare a organismului, reprezintd alituri de alte masuri un
mijloc de reducere a morbiditatii si a pierderilor de animale.

Produsele vegetale reprezintd o sursd inepuizabild de preparate cu proprietéti
imunomodulatoare.

Unul din multitudinea acestora il reprezinta si extractul de Allium sativum.

Din aceste considerente studiul nostru s-a axat §i pe determinarea efectului
imunomodulator la tineretul taurin stimulat cu un antigen reprezentat de vaccinul
antisalmonelic , produs de INMVB Pasteur, Bucuresti.

6.5.2.1. Material si metoda:

Cercetirile s-au efectuat pe 30 de animale ( tineret bovin ingrisat ) in vérsta de 7-8
luni, grupate in 2 loturi a céte 15 animale:

- un lot martor { M)- vaccinat sub cutan-s.c cu cate 5 ml in doui reprize, la interval
de 15 zile

-un lot experimental El - la care , concomitent cu vaccinarea, s-a administrat , in
puncte separate, 2 ml de extract apos de Allium sativum ( 0.58g /100ml extract) .

Pentru evaluarea efectului imunostimulator al extractului de Allium sativum , s-au
recoltat probe de singe prin punctia venei jugulare, la inceputul experimentului, la 14 si
la 21 de zile, si s-au determinat urmatorii parametri : lizozimul seric, properdina, indicele
fagocitar, formula leucocitara si titrul de anticorpi.

6.5.2.2. Rezultate si discufii:

Analizdnd datele obtinute pe parcursul perioadei experimentale , cu privire la

valorile medii ale parametrilor imunologici luati in studiu, se constatd diferente

semnificative de la un lot la altul.
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Properdina i lizozimul seric ca factori umorali nespecifici, sunt stimulati dc

extractul de Allium sativum ( tabelul 6.5.8. g1 graficul 6.5.6)

Tabelul 6.5.8

T

Parametrul Lot Perioda experilﬁ"eintalﬁ ( zile )W
0 7 14 21
Properdina M 19.340.7 21.542.2 20415 | 222408 |
mg% mlser | E | 175104 | 26415 | 273¢15 | 27.0£18
Lizozim M 159406 | 163109 | 180118 | 192+1.1
pg/ml ser E 16.240.8 247411 25312 | 25.840.7 |
Indice M C6ddt13 | 6764106 69.549.6 | 78.642.6
fagocitar E | 66850 | 67.5t64 | 77.8+42 | 78.843.1

Graficul 6.5.6.

Valorile properdinei si lizozimului seric la tineretul taurin

O Lizozim p/ml ser M O Lizozm pg/ml ser E

@ Properding mg/100ml ser M W Properding mg/100ml ser B

|mg/100ml ser] s
[ng/ml ser]
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Valori semnificative mai ridicate fad de lotul martor se inregistreazi inci dupi
prima administrare ( properdina : 21.5+ 2.2 mg % la 26.4 + 1.88 mg % iar lizozimul de la
16.3 £0.9 la 24.7 +11 ng %). Aceasta crestere a sintezei factorilor umorali se mentine pe
toatd durata experimentului cu valori maxime la sfarsitul acestuia .

Indicele fagocitar ca expresie a procesului de fagocitozd prezinta valori
semnificativ mai mari la lotul stimulat cu Allium sativum numai dupid prima
administrare, ca la sfarsitul perioadei experimentale valorile si fie semnificativ apropiate
intre cele doud loturi (tabelul 6.5.8 si graficul 6.5.6.). Acest fapt evidentiazd faptul ca
extractul de Allium sativum are o acfiune mai moderatd asupra granulocitelor implicate
in apararea nespecifica.

Dinamica indicelui fagocitar pe parcursul perioadei experimentului la lotul de
animale stimulat cu extract de Allium sativum , se coreleazd cu datele obfinute din
leucograma (tabelul 6.5.9).

Efectul mai moderat al extractului de Allium sativum asupra elementelor celulare ,
rezida §i din faptul cd raportul neutrofile/limfocite se inverseazd dupd 14 zile de la
administrarea imunostimulatorulu.

Activarea celulelor implicate in receptarea si prelucrarea antigenilor indusa de
extractul de Allium sativum se exprima si prin modificiri cantitative §i calitative a
formulei leucocitare. Astfel se constatd o crestere progresiva a leucocitelor totale, iar in
cadrul lor a limfocitelor ( tabelul 6.5.9)

Faptul ci raportul dintre neutrofile si limfocite se inverseaza in favoarea
limfocitelor releva ci produsul prezintd un bun efect de potenfare a raspunsului imun
specific.

Acest efect se exprima §i printr-un titru de anticorpi mai mare la lotul cdruia is-a

administrat pe langa vaccin si extract de Allium sativum ( tabelul 6.5.9).
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Formula leucocitara si indicele fagocitar la tineretul taurin

Tabelul 6.5.9..

%

M| 56805328 | 54408224 | 70401892 | 7660£825

E $500£349 | 5630+256 | 7430+547 | 7860559

& ™ 58.240.6 56.5t0.4 | 506107 | 443tl.1

": E 57.2+0.6 55.1+0.8 | 464109 | 388+14

e ™ 36.040.7 373105 | 434406 | 50.5¢12

; -@',5 E 37.340.5 395607 | 482t12 | 55.7%13
M 0 11118 1112.6 1120.8
| E 0 1210.6 12218 12378

| Cresteri Se;nniﬁcative ale titrului de anticorpi fatd de lotul martor se inregistreaza in
cadrul raspunsului imun primar ( dupa prima administrare ) si se menfine constant pe
toatd durata perioadei experimentale .

Aceasta dinamica evidentiazd cd extractul de Allium sativum nu necesita
administrarea de rapel pentru a-si manifesta efectul imunostimulator asupra sintezei de
anticorpi.

6.5.2.3. Concluzii

oProperdina i lizozimul seric ca factori umorali nespecifici, sunt stimulati de
extractul de Allium sativum

« Indicele fagocitar prezinta valori semnificativ mai mari la lotul stimulat cu Allium
sativum numai dupa prima administrare;

o Extractul de Allium sativum are o acfiune mai moderatd asupra elementelor
celulare, raportul neutrofile/ limfocite se inverseazi dupi 14 zile de la administrare.

e Stimuleaza mai intens sinteza factorilor umorali de apirare §i are o actiune
moderati asupra factorilor celulari ;

 Rezultatele obtinute pledeaza pentru utilizarea extractului de Allium sativum in

potentarea vaccinurilor cu o imunogenitate mai scazuta.

e
,
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CONCLUZII

e Principalii bioconstituenti ai Allium sativum autohton se situeaza la valori
similare cu a altor specii de Allium sativum; acestia nu sunt esential influentati
de conditile pedoclimatice

e Mineralele se situeaza la valori apropiate de cele reprezentate in literatura de
specialitate; s-au determinat concentratii usor crescute ale calciului ( 62 + 0.5
mg %) si respectiv 480 + 23 mg% ale fosforului fatd de valorile indicate de
literatura de specialitate pentru aceste elemente ; de asemenea seleniul , se
situeaza la valori de 10-15 pg % , cu 15 % mai ridicate fata de valorile
intalnite in literatura; restul valorilor microelementelor determinate se situeaza
la valori apropiate de a celor din literatura de specialitate (56 ).

e C(Cantitatea de compusi biologic activi se reduce considerabil la extractul
obtinut prin distilare uscatd, in urma mentinerii timp de 30 zile a extractului la
temperatura camerei (de la 1.84+0.21 umoli tiosulfinati/ 100ml extract la o
cantitate nedetectabild prin metoda fotocolorimetricd) si la aproximativ 1/5 din
valoarea initiala (de la 3.30 20.12 pmoli tiosulfinati/ 100ml extract la
0.4740.20), dupa 30 de zile de stocare la temperatura de 4°C.

e Tiosulfinatii suferd o depreciere aproape insesizabila la extractul apos
conditionat cu glicerina si mentinut la temperatura de 4°C.

e Se observi in acest fel o influentd semnificativa , atdit a modului de obtinere a
extractului cat si a conditiondrii acestuia; rezultate superioare in mentinerea
principiilor activi ai extractului se pot realiza prin stocarea extractului apos la
temperaturi de 4°C, cu 10% adaos de glicerind ca stabilizator.

Concluziile ce se desprind in urma sintezei S-alchilL-cisteinei §i a S-
alchil L-cisteinsulfoxizilor sunt urmatoarele:

Sinteza S-alchil-L-cisteinelor decurge cu randamente de aproximativ 50 %,

respectand urmatoarele conditii de reactie:

mediu de reactie alcoolic, pH slab acid ( pH=5);

temperatura , factor decisiv in obfinerea produsilor S-alchil-L(+)-cisteinelor, este
necesar si fie mentinutd la valori sub 50 °C

necesitatea mentinerii unut exces de halogenuri de alchil fata de cisteina
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S-alchil-L(+)-cisteinelor se prezintd , in marea lor majoritate, ca pulberi albe sau
alb-galbui ; au p.t. cuprinse intre 206-242 °C apropiate de cele redate in literatura
analiza elementalad a S-alchil-cisteinelor indica valori determinate conforme cu
valorile calculate, in limitele erorilor experimentale
spectrele IR releva existenta benzilor caracteristice ionilor COO™ , NH;'(
corespunzitoare benzii I i benzii 1l a aminoacizilor) precum si benzile ce indica
prezenta grupelor alchil
prezenta grupelor alchil este confirmata si prin analizele H-RMN
e Sinteza S-alchil-L(+)-cisteinsulfoxizilor se realizeaza respectand urmdtoarele
conditii de reactie :
mediul de reactie este apos acidulat, cu pH = 4.5-5.5 realizat cu acid acetic,
mentinerea unui mic exces de H,O; 30% fata de alchilcisteind, temperatura de
reactie maxim de 25 °C; randamentele se situeazd la valori cuprinse intre 41 — 56
%
aspectul produgsilor de reactie este a unor pulberi albe matasoase, cu p.t. mai
scidzute decat a precursorilor lor ( 150-168 °C)
analiza elementald a S-alchil-cisteinelor indica valori determinate apropiate de
valorile calculate
spectrele IR relevd existenta benzilor caracteristice grupirilor COO™ , NH;'(
corespunzitoare benzii I si benzii II a aminoacizilor) precum si a benzilor ce
indicd prezenta grupelor alchil si cele caracteristice sulfoxizilor
oxidarea sulfului este confirmata si prin analiza RMN
Concluziile ce derivd din studiul enzimei cheie a speciei de Allium
sativum autohton sunt urmaitoarele:
e Masa moleculard a enzimei este de 83.000, valoare apropiata de cea dati in
literatura de specialitate: 85.000
e Valorile obtinute ale constantei Michaelis(Km) aratd ordinea afinitatii fata de
substrat. Cea mai mare afinitate se regaseste la sulfoxidul S-etil L-(+)-cisteinel
(Km=3.40), urmat de sulfoxidul S-propil-L-(+)-cisteinei (Km=4.20),
sulfoxidul S-alil-L-(+)-cisteinei (Km=6.60) si sulfoxidul S- metil-L-(+)-
cisteinei (Km=12.0);
e Tipul de inhibare pentru substratele luate in lucru s-a stabilit prin

reprezentarea Lineweaver-Burk; se sugereazid prezenta unei inhibari
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competitive intre S-alchil-L-(+)-cisteine , L-cistein si substrat . inregistrandu-

se scaderi ale afinitatii enzimei fata de su%trat cu 27-56.6 %) .

L(+)-cisteina manifestd in cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul o diminuare
a vitezei de reactie cu 56.6%, se inregistreaza o constantd de inhibitie Ki =
0.76; in cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se inregistreaza o valoare
Ki=0.83, ceea ce reprezinta o crestere a constantei Michaelis de la 12.10 la
26.3, adici cu 54.1%.

in cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibitia se manifestd astfel: o crestere de
39.5% (Km'=20 fatda de Km=12.10) in cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidul,
respectiv  se inregistreza o constantd de inhibitie Ki=1.5; valori similare se
inregistreaza si in cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului. Se remarcd o
afectare mai putin intensa in cazul afimtatii fatd de S-alil L-(+)-cistein sulfoxid
si de S-etil-L-(+)-cistein sulfoxid,;

Efectul de inhibare competitivd se realizeazd mai pregnant in cazul L-(+)-
cisteinei , ceea ce implicd o competitivitate structurala fatd de situsul catalitic
al alinazer;

Acidul ascorbic actioneaza ca activator al enzimei , inregistrindu-se cresteri

.

ale afinititii enzimei fafa de sulfoxidul S-alchil-L-(+)-cisteinei cu 25.7-44.5 %.

Extractele de Allium sativum obtinute au fost testate in vederea activititii
lor biologice. Astfel in urma studiului efectuat pentru determinarea
caracterului bactericid si bacteriostatic s-au concluzionat urmatoarele:
Concentr;;i/a fr{inimé inhibantd ( CMI) si concentrgltia ni};irﬁ;gbactericidé (
CMB) se inregistreaza la extractul apos stabilizat cu glicerina 10% , la
dilutii de 1/80 in bulion , fata de Sgl?n:);élla, Proteus si Strepococ si la dilutii
de 1/40 fatd de E.coli si Stafilococ .

Extractul apos de Allium sativum cu o concentratie de 0.58g % tiosulfinati are
un efect similar cu cel al extractului obtinut prin distilare uscata, in mediu de

gaz inert, la 80-120°C si un vid de 25 mmcol.Hg

Efectul S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor obtinuti sintetic este mai slab comparativ
cu al extractelor naturale

Efectele superioare ale extractelor fatd de cele ale S-alchil-L-

cisteinsulfoxizilor sintetizati s-ar putea datora efectelor combinate cu a

?
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Efectele superioare ale extractelor faja de cele ale S-alchil-L-
cisteinsulfoxizilor sintetizafi s-ar putea datora efectelor combinate cu a
celorlaltt compusi cu sulf existenfi in extractul de Allium sativum, care ar
putea avea efecte de potentare a activitafii bactericide a extractului.

Produsii naturali ar putea actiona prin intremediul tiosulfinatilor si a altor
compusi cu sulf la nivelul gruparilor SH reactive din membranele celulare ale

unor microorganisme

in urma studiului efectului antimicotic s-au putut releva

urmatoarele:

Extractul pur are un efect antimicotic de 100 % asupra tulpinilor de
Penicillium, Cladosporium si Aspergillus;
Un efect mai moderat o prezintd dilutiile crescande ale extractului , pentru

cala dilutii mai mari de 107 | efectul si dispara total.

In ceea ce priveste utilizarea extractului de Allium sativum in

vederea decontaminarii aerului s-au putut concluziona urmétoarele:

Extractul de Allium sativum se poate utiliza la decontaminarea aerului in
incinte infestate cu Escherichia coli , in concentratii de 2.5-5%, cu efecte mai
bune chiar si decét produsul german Elorisan sau a binecunoscutului produs
Septosol. o -

Rezultatele bune obfinute de extractul de Allium sativum in decontaminarea
aerului contaminat cu Escherichia coli s-ar putea datora acfiunii combinate
atat a alicinei, tiosulfinatilor cét si al altor compusi confinufi in extract a caror
acfiune se poteneaza reciproc, aga cum s-a prezentat si in capitolul 6.1.

O explicatie al efectului decontaminant ar putea fi dat de acfiunea
compusilor activi ai Allium sativum la nivelul membranelor bacteriilor .
Un avantaj major al decontaminarii aerului cu extract de Allium sativum este
si faptul ca , fiind de naturd vegetald, nu prezinta probleme in generarea de
reziduuri nedorite .

fn urma studiului efectului extractelor de Allium sativum asupra

unor enzime oxido reducitoare §i a unor parametrii ce fiyi desfagoara
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activitatea biologica in stransd legaturid cu acestea , s-au putut observa
urmatoarele:
. Extractul concentrat (2.34 pmoli % tiosulfinati , 1.12 pmoli % alicina)

afecteaza in mod evident echipamentul de oxidoreducere a celulei sanguine cat

s1 functiile ficatului, avand urmatoarele efecte:

o sciderea hemoglobinemiei , in medie , cu 38.1% faja de valoarea

martorului

o cresterea methemoglobinemiei dupa primele doze cu 103.1 % fata de

limitele normale evidentiate in literatura de specialitate

. mentinerea efectului extractului chiar si dupa sapte zile de la sistarea
administrarii acestuia

o cresterea activitafii catalazei cu aproape 100 % , dupa administrarea a
cinci doze, pentru ca dupd sistarea administrdrii , activitatea catalazei sa se
reduca chiar sub valoarea normala cu 25 %

o cresterea activitafii methemoglobin reductazei, dupa primele cinci
doze, cu aproape 97.3 %, urmata de o scadere a activitatil enzimei

o cresterea activitafii catalazei si a methemoglobinreductazei conduce
deasemenea la o reducere a activitatii glutation reductazei cu pana la 48.7% ,
faa de activitatea martorului.

o afectarea functiei normale a ficatului prin cresterea activitatii alanin
amino transferaza (ALAT) , raportul de Rittis ( ALAT/ASAT) inregistrdnd o

valoare de 1.1 fé;é de valoarea normala de 1.3.

o sciderea proteinemiei odata cu cresterea numarului de doze , cu pana
la17.9 %

o sciderea sideremiei cu pana la 48.7% fajd de valoarea martorului

o efect antagonist fatd de al acidului ascorbic , fata de care s-au efectuat

toate determindrile
toate aceste efecte negative atat la nivelul sintezei de proteine , respectiv a
hemoglobinei se repercuteaza asupra activitafii normale a oxidoreductazelor s
conduc totodata la perturbarea functiei normale a unor organe cheie: ficat ,
splina si rinichi, dupa cum se va prezenta in subcapitolul 6.4.3.

\

extractul concentrat actioneaza ca un toxic asupra organismulﬁq_lﬁrﬁl_l_mal
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Spre deosebire de activitatea evident nociva a extractului concentrat |,

extractul diluat ( 0.56 umoli % tiosulfinati , 0.12 umoli % alicini) are un efect
total antagonist ceea ce se observd atit din valorile activitafii
oxidoreductazelor cit i a sintezei de hemoglobini

Se constatd urmaitoarele:
cresterea hemoglobinemiei la o valoare medie de 13.8 g% Hb, cu 12 % mai
mare decat a martorului; efectul este comparabil ce cel al acidului ascorbic,
antioxidant i stimulator cunoscut al sintezei de hemoglobini
scaderea methemoglobinemiei dupad prima dozi administratd, efect ce se
mentine §i la sapte zile dupa sistarea administrarii ( efect " retard ” )
scaderea activitatit catalazei similard cu cea produsi de administrarea acidului
ascorbic
stimularea activitdfii methemoglobin reductazei cu pana la 126.8%; aceasta
stimulare a activitatii methemoglobin reductazei se manifesta si dupa 7 zile de
la sistarea administrarii spre deosebire de acidul ascorbic a cirui efect se
resimte numai pana in momentul administrarii, neavand o prelungire in timp a
acestui efect si dupa sistarea administrarii
stimularea activitdtii glutation reductazei, dupad primele doud doze
administrate , ca odata cu sistarea administrarii, activitatea glutation reductazei
si scadd cu pand la 13.1 %; activitatea glutation reductazei ,dupa
administrarea a cinci doze de extract , este similar cu a acidului ascorbic
extractul diluat de Allium sativum cregte capacitatea sistemelor reducatoare
eritrocitare prin cresterea activitatii methemoglobin reductazei, a glutation
reductazei pe de o parte , urmati de sciderea methemoglobinemiei, respectiv
cresterea hemoglobinemiei.
Valorile crescute ale methemoglobin reductazei si glutation reductazei pot fi
markeri indirecti de activare a metabolismului eritrocitar.
Remanierile fesutului hepatic sunt activate si in consecinta nivelul seric al
transaminazelor ALAT si ASAT este crescut
se inregistreazi o stimulare a sintezei de proteine totale cu pana la 10.6 % fata

de martor, probabil prin activarea sintezei extrahepatice de proteine.
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Se remarcd o corelatie strinsd atat intre activitatea catalazica si dozele de
Allium sativum diluat cat si intre activitatea catalazici si dozele de Allium
sativum concentrat

o corelajie slabd si medie se remarci intre  activitatea
methemoglobinreductazei si dozele de extracte diluate respectiv concentrate
de Allium sativum
o corelatie strinsa se remarcd §i intre activitatea glutation reductazei si dozele
de Allium sativum diluat, pe cind faa de Allium sativum concentrat corelatia

este slaba

aceeasi corelatie slaba §i medie se remarcd si intre activititile celor trei
enzime
activitdfile catalazei, a methemoglobin reductazei , a glutation reductazei si
valorile hemoglobinei la loturile experimentale, fata de loturile martor, sunt
asigurate statistic , atat la cele tratate cu extract diluat cat si la cele tratate cu
extract concentrat de Allium sativum

Efectele benefice ale administrarii extractului diluat sunt similare cu
cele ale acidului ascorbic conducand la stimularea intregului echipament
oxidoreducitor al celulelor prezentand totodatd avantajul unui efect prelungit,
chiar si dupa o saptamana de la sistarea administrarii acestuia spre deosebire
de acidul ascorbic care isi manifestd acest efect numai pe perioada
administrarii.
In ceea ce priveste influenfa extractelor de Allium sativum asupra unor
organe la sobolani, s-au putut trage urmatoarele concluzii
Extractul concentrat implicd o serie de modificari la nivelul functionarii
normale a splinei, ficatulut , §i rinichiului
Se constati o dilatare a splinei , ceea ce denota o hiperfunctie a acesteia
Dupi administrare unui numar mare de doze( 8-16), se constatd o proliferare
masivi atat in limfonoduli cat si in tecile perifoliculare.
Semnalarea , in cordoanele celulare perivasculare din pulpa rogie un numar
sporit de macrofage si de limfoplasmocite
Se semnaleaza aparitia corpilor Heinz , in numir de 4-5 / sectiune dupa 14
doze administrate , respectiv a 3-4 corpi Heinz / 0.031 mm? ( aria unui cimp

microscopic)
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Intensificarea raspunsului imun imediat ( aparitia de limfocite proactive)
In cazul ficatului,0 dati cu mirirea numirului de doze se observd o
vacuolizare mult mai intensd atit perinucleard cit si citoplasmatica a
hepatocitelor.
Se observa o hipertrofie a nucleolilor, consecinta fiind o crestere accentuata de
sintezd de AND ribozomal ( se observd de asemenea o activitate intensi de
secretie proteica in hepatocite).
Se observa o vacuolizare masiva cu semne de degenerescenta a hepatocitelor;
In multe celule , cromatina apare condensata in bulgari si apar chiar fenomene
de carioliza.
Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronuntate; ca urmare a distrugerii
hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nuclei eratici.
Hepatocitele se caracterizeaza si prin avansarea fenomenului de poliploidie (
creste numdrul de nucleoli , chiar pana la patru nucleoli la aproximativ 20 %
dintre hepatocite)
Fenomenul de citolizd hepaticd se poate corela si cu afectarea activitatii
transaminazelor serice, aga cum au fost prezentate in subcapitolul 6.4.1.
La nivelul rinichiului se constata dilatatii ale capsulei Bowmann si distructia
glomerulilor vasculari ai nefronilor
Apar alterari ale barierei de filtrare , fenomen ce implica si foita viscerala cu
podocite ale capsulei Bowmann cat i reteaua capilara ( celule endoteliale ) ale
glomerulului vascular.
Apar aspecte degenerative si la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor
renale, unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana
bazala
in ceea ce priveste influenfa extractelor de Allium sativam asupra
formulei leucocitare s-au putut trage urmaitoarele concluzii :
Nu existad deosebiri semnificative la sobolanii aflati in experiment, fa{a de
valorile normale ale lotului martor ( a cdrui parametri se situeaza la valori
similare cu cele indicate de literatura de specialitate);

O observatie remarcabild a fost legatd de tipul limfocitelor circulante ;

aproape 75 % dintre ele manifesta caracteristici evidente de activare; astfel ele
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au dimensiuni de aproximativ 9-11pm diametrul, cu citoplasma bazofila si
granulatiuni azurofile;

Se observa dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina in doui nuante de
violet, care demonstreazi prezenta unor forme de replicatie §i transcriptie a
materialului genetic §i respectiv de biosinteza a unor mediatori chimici;

Aceste limfocite active sunt probabil in majoritate limfocite T;

Din rezultatele obfinute se poate presupune ci extractul prezinta o activitate
de stimulare a limfocitelor in special in productia de citochine ( mediatorii
chimici);

Se constatid, la sobolanii din lotul experimental E, o stimulare a
monocitelor , cu aproape 3 0% faja faja de valoarea maxima normali a lotului
martor, fenomen ce s-ar putea explica printr-o actiune stimulatoare a activitatii
de fagocitoza exercitata, in tesuturile conjunctive;

Are loc activarea fagocitozei prin care se intdregte capacitatea de apirare a
organismului fatd de agenfii patogeni §i se asigurd §i o refacere celulari si
tisulara mai eficace.

In ceea ce priveste influenfa extractelor de Allium sativum asupra
nivelului lipidelor serice s-au putut trage urmitoarele concluzii:

e Prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la indivizi cu
hipercolesterrolerrrlrire provocatd se poate ajunge la o scddere a valorii
colesterolului in plasma, apropiatd de valoarea normali indicata in literatura

de specialitate.

¢ Scaderea colesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei de °

/

- colesterol de catre compusii cu sulf continuti in extractul de Allium Sativum. /

e Valorile activititii alanin aminotransferazei (ALAT) la primele 3 loturi,
denota o ugoari cregtere a activitafii enzimei ceea ce implica o activitate mai
intensa a ficatului, activitate influenfata in mare masura atit de prezenfa unei
cantita{i suplimentare de lipide cat i de influenta extractelor de Allium
Sativum ( de existenta compusilor cu sulf din’extract ).

e Prin administrarea unui extract concentrat de Allium Sativum activitatea
enzimei ASAT se diminueaza cu 13,90% fata de valoarea normala a acesteia.

e raportul De Rittis ( ASAT/ALAT ) prezinti o valoare de aproximativ 1,10

ceea ce denotd o afectare a functiei ficatului atdt in urma administrarn
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suplimentare de lipide cit si a extractului de Allium Sativum, in special a celui

concentrat.

In urma studiului pentru identificarea proprietatilor de
imunostimulator al Allium sativum s-au concluzionat urmitoarele:

* Extractul de Allium sativum stimuleazi sinteza efectorilor specifici si
nespecifici atdt la lotul de animale vaccinat la un nivel mai ridicat decat
valorile inregistrate la lotul martor, cit si in cazul lotului ciruia i s-au
administrat §i micotoxine;

e Se evidenfiaza efectul stimulativ al extractului de Allium sativum
asupra sintezei de properdinid serica: extractul de Allium sativum inhiba
efectul imunotoxic al micotoxinelor.

e Extractul de Allium sativum potenteazi in misura mai redusa sinteza
lizozimului seric in prezenta micotoxinelor.

Rezultatele obfinute evidentiazd efectul cumulativ al micotoxinelor
asupra sintezei de lizozim seric.

e Extractul de Allium sativum inhiba efectul imunotoxic al
micotoxinelor.

o La sfarsitul periodei experimentale, ca urmare a efectelor toxice
cumulative a micotoxinelor valoarea indicelui fagocitar la sfargitul periodei
expeimentale este mai mica decat la celelalte loturi

eExtractul de Allium sativum stimuleazi procesul de citoformare a
limfocitelor

eEfectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifesta
numai la concentratii mici de micotoxine

eValoarea semnificativ crescuta a titrului de anticorpi antiMycoplasma
in raspunsul imun primar , relevd cd extractul de Allium sativum poate fi
administrat numai o singurd data in scopul stimularii rdspunsului imun .

e La sfarsitul experimentului, titrul de anticorpi inregistrat este
semnificativ mai mare decét a martorului (47.3 £ 1.87 DO fata de 34.0 £ 2.23
DO) dar este mai mic decat cel cel inregistrat la in cazul lotului E1.

eExtractul de Allium sativum pe lingd efectul imunostimulator |,

inﬂuentéaz'i’pozitiv si valorificarea hranei de cétre animal;

Sy
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eLa lotul martor sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g/ zi, animalele din
lotul E1 au inregistrat un spor de 0.488g/zi cu o crestere de 29.1 %

Efectul benefic al extractului de Allium sativum asupra dezvoltarii
corporale ale animalelor se reflecti si in cazul prezentei micotoxinelor, sporul
mediu zilnic inregistrat la animalele din lotul E2 fiind de 0.337g/zi fata de
0.378g/zi la animalele din lotul martor.

in ceea ce priveste efectul imunostimulator asupra tineretului

taurin, s-au concluzionat urmitoarele:

eProperdina si lizozimul seric ca factori umorali nespecifici, sunt
stimulati de extractul de Allium sativum

o Indicele fagocitar prezinta valori semnificativ mai mari la lotul stimulat
cu Allium sativum numai dupa prima administrare;

e Extractul de Allium sativum are o acfiune mai moderatd asupra
elementelor celulare, raportul neutrofile/ limfocite se inverseazi dupa 14 zile
de la administrare.

e Stimuleazd mai intens sinteza factorilor umorali de apirare si are o
actiune moderata asupra factorilor celulari ;

e Rezultatele obfinute pledeaza pentru utilizarea extractului de Allium
sativum in potentarea vaccinurilor cu o imunogenitate mai scazuta.

Se poate concluziona cd planta Allium sativum indigen prezinta o
compozifie chimicad a compusilor de bazi, similara cu cea a acestei plante din
alte regiuni ale Terrei, iar prin testele biochimice §i biologice efectuate s-a
determinat ci administrarea unui extract apos diluat de Allium sativum are
efecte benefice asupra organismelor animale , si anume: creste activitatea
bactericida si bacteriostatica, creste activitatea echipamentului enzimatic
antioxidant, scade nivelul lipidelor serice i creste activitatea raspunsului
imun. Pe de alta parte s-a dovedit si faptul ca prin administrarea extractelor
apoase concentrate acestea pot acfiona ca §i substanfele toxice, diminuind
activitatea enzimelor antioxidante protectoare, mirind cantitatea de
methemoglobini a singelui testat , aparitia corpilor Heinz precum si inducerea

aparitiei unor modificari nefaste la nivelul organelor : ficat, splind i rinichi .
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