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Oxidoreductazele reprezinta acea clasa de enzime ce catalizeaza reactiile de oxidoreducere ce au loc in
organismele vii. Laccaza apartine familiei polifenol oxidazelor si este foarte importanta pentru indepartarea
poluantilor din mediu datorita proprietatilor sale structurale si functionale. Recent, abilitatea laccazei de
oxidare a substantelor fenolice si nefenolice a fost luata In considerare de multi cercetdtori. Desi fungii
filamentosi produc cantitati mari de laccaza, productia la scara industriald inca se confrunta cu multe probleme.
In prezent, cercetitorii incearci si creasca eficienta si productivitatea laccazei si si reducd pretul final al
acesteia, prin gasirea de microorganisme adecvate si Imbunatatirea procesului de productie si purificare a
laccazei.

Avand In vedere aspectele mentionate mai sus, in cadrul prezentei lucrari obiectivul principal a fost acela
de a selecta microorganisme producatoare de enzime oxido-reductazice, in special laccaza, de a optimiza
procesul de obtinere al enzimei, de a o caracteriza si de a testa diferite aplicatii ale acesteia.

Partea bibliografica este structurata in trei capitole, in care sunt prezentate oxido-reductazele, ca grupa
principala de enzime, cu focusare pe laccaza, mangan peroxidaza si lignin peroxidaza, completata cu cele mai
recente informatii referitoare la microorganismele raportate ca fiind producatoare de oxido-
reductaze/laccazd, modalitatile de obtinere si purificare, precum si de aplicatii ale lacazelor in diferite industrii
(alimentara, farmaceutica, bioremediere).

Partea experimentala a fost focusata pe patru obiective mari, structurate in cinci capitole, completate cu
unul de concluzii si perspective.

Primul capitol experimental (cap. 4), prezinta rezultatele selectiei a unor tulpini de micromicete si
macromicete potential producatoare de enzime laccazice, corelat cu optimizarea metodei de screening In placg,
prin adaos de guaiacol ca si inductor. Screeningul a fost realizat tulpini fungice pe apartinand genurilor
Aspergillus, Botrytis, Neurospora, Penicillium si Trichoderma, precum si pe tulpini de macromicete apartinand
speciilor Agaricus bisporus, Pleurotus sp., Ganoderna lucidum si Laetiporus sulphureus.

In urma acestei cercetiri am identificat doud tulpini apartinind grupului de micromicete (fungi
filamentosi) ca fiind pozitive pentru productia de laccaza si anume Trichoderma sp. MI12 si Trichoderma sp. CP.
Ambele tulpini de Trichoderma spp. au prezentat activitate laccazica ridicata la concentratia de 0,025%
guaiacol. O concentratie mare din solutia de guaiacol (0,1% pana la 1%) poate inhiba dezvoltarea
micromicetelor. S-a concluzionat faptul ca atunci cand se realizeaza screeningul in placa, se recomanda
utilizarea concentratiilor de guaiacol mai mici, incepand de la 0,01% si pana la 0,075%.

In urma rezultatelor obtinute in acest studiu s-a concluzionat si faptul ci tulpina Pleurotus este
producitoare de enzime laccazice, tulpini ce a provenit din deseurile unui supermarket. In urma cultivirii pe
mediu PDA suplimentat cu solutie de guaiacol, concentratia optima a fost cea de 0,025% pentru tulpina



Pleurotus. inci din primele 24 de ore tulpina a dovedit ci prezinti activitate laccazica ridicati deoarece aparitia
haloului rosu-caramiziu a avut loc imediat dupa insamantare.

Capitolul urmator (capitolul 5) prezinta celor doua tulpini de Trichoderma selectate anterior la nivel de
specie, prin tehnici de biologie moleculara. Abordarea moleculara a identificarii celor doua tulpini a fost aceea
a amplifcarii fragmentelor conservate ITS1-ITS4, urmat de aplicarea tehnicii PCR-ITS-RFLP, corelat cu
rezultate ale secventierii. in urma amplificirii ADN-ului bacterian cu perechea de primeri ITS1/ITS4 s-a obtinut
o singura band3, a carei dimensiune este in jur de 600 bp.

Pentru identificarea si discriminarea tulpinilor de Trichoderma a fost folositd combinatia de trei
endonucleaze (Sdul, Hinfl si Hhal). Produsele de PCR nu au clivat cu enzima de restrictie Sdul. Ambele tulpini
au prezentat acelasi profil de restrictie, respectiv: in cazul utilizarii enzimei de restrictie Hinf1 au fost obtinute
3 fragmente de restrictie, iar In cazul utilizarii enzimei de restrictie Hhal au fost obtinute 4 fragmente de
restrictie a caror dimensiune a corespuns profilului de restrictie obtinut teoretic pentru Trichoderma sp.

Tulpinile au fost identificate prin secventierea regiunii 5,8S-1TS ca fiind Trichoderma asperellum, avand
un procent de identitate de 100% cu numeroase secvente de T. asperellum existente in baza de date.

Urmatorul capitol (capitolul 6), unul din cele mai consistente, include o serie de teste preliminare si de
optimizare a activitatii oxido-reductazice in conditii de laborator, pe mediu lichid, in prezenta sau absenta unor
inductori. Au fost realizate mai multe variante experimentale. Intr-o etapa preliminar3, a fost testata influenta
pH-ului asupra activitatii enzimatice In prezenta guaiacolului, precum si influenta prezentei CuS04 ca si
inductor. Mai apoi, s-a realizat optimizarea activitatii enzimatice in prezenta CuSOasca si inductor, urmat de
optimizarea activitatii mangan-peroxidazei si a lignin-peroxidazei prin includerea in mediu de MnSOs4 si veratril
alcool.

Testarea preliminara a evidentiat ca activitatea oxido-reductazica (laccazica, lignin-peroxidazei si
mangane-peroxidazei) cea mai ridicatd a fost nregistrata in culturile cu un pH initial de 8; addugarea de
guaiacol ca inductor, creste usor activitatea enzimatica. Prezenta inductorului CuSO4 1n concentratie de 1 mM
in mediul M7 si respectiv de 2 mM in mediul PDB a determinat cresterea activitatii laccazice.

La optimizare, prezenta inductorului MnSO4 x 7H20 1n concentratie de 1mM a determinat in cazul
ambelor tulpini de Trichoderma obtinerea unei activitati a mangan peroxidazei de peste 1 U/mL dupa 72 de
ore de incubare. Utilizarea alcoolului veratril in concentratie de 2mM a determinat in cazul ambelor tulpini de
Trichoderma obtinerea unei activitati a lignin peroxidazei de peste 1 U/mL dupa 96 de ore de incubare.

Urmatoarele doua capitole adreseaza aplicatii practice ale utilizarii complexelor enzimatice oxido-
reductazice. Capitolul 7 prezintd studiul prin care s-a incercat testarea a doua tulpini comerciale de laccaza
(Trametes versicolor si Trametes hirsuta) pe linia celulara HT-29, linie celulara canceroasa umana derivata din
adenocarcinom colorectal cu morfologie tipica epiteliala. Pentru determinarea dozei de lucru a fost evaluata
viabilitatea celulelor HT-29, prin testul spectrofotometric cantitativ MTT, dupa 24h de expunere la tratamentul
cu 11 dilutii din laccazele comerciale. S-a observat ca cea mai mare concentratie de enzima (1 mg/mL) inhiba
dezvoltarea celulelor tumorale in raport cu martorul, diferentele intre cele doua laccaze nefiind distinct
semnificative. Astfel laccazele comerciale inhiba cu 25-40% viabilitatea celulelor tumorale.

Ultimul capitol experimental (capitolul 8) a avut drept scop testarea efectului laccazei asupra
continutului total de polifenoli din sucul de mere pe o perioada de depozitare in conditii de refrigerare de 7
zile, corelat cu evolutia activitatii antioxidante, polifenolii fiind cunoscuti pentru efectul lor antioxidant, dar si
pentru ca sunt principalii factori implicati in degradarea sucurilor de fructe, cauzand turbiditate, intensificare
a culorii, alterari ale gustului si aromei si formarea de sedimente, afectind termenul de valabilitate al
produselor si perceptia consumatorilor.

In urma testelor realizate se poate observa o scidere accelerati a continutului total de polifenoli din
probele de suc de mere in care s-a utilizat laccaza, comparativ cu proba martor, care a avut o scadere mai lenta.
Probele de suc de mere in care s-a utilizat laccaza comerciala in diferite concentratii (LC 0,5%, LC 1% si LC
1,5%) au prezentat o reducere semnificativa a continutului total de polifenoli, dupa 3 zile de depozitare acesta
ajungand sa fie cu 80% mai mic decat in momentul initial.



Complexele enzimatice de laborator obtinute cu Trichoderma TdMI2 si Trichoderma TdCP, in
concentratie de 1,5%, dupa 7 zile putand fi observat un continut de polifenoli cu 56- 61% mai mic decat in
momentul initial. Un efect negativ al utilizarii laccazei in tratarea sucurilor de mere ar fi brunificarea acestora
cauzatd de formarea de oligomeri prin denaturarea polifenolilor, compusi care ar putea fi totusi eliminati
printr-o centrifugare ulterioara.

Referitor la elementele de noutate, speciile de Trichoderma au fost foarte putin studiate in raport cu
obtinerea de oxido-reductaze, in special de laccaza. Pentru prima datda in au fost raportate tulpini de
Trichoderma asperellum potential producatoare de laccaza. Se evidentiaza faptul ca aceste tulpini au fost izolate
si conservate de catre echipa de cercetare a Facultatii de Biotehnologii din cadrul USAMV Bucuresti.

La nivel de optimizare a activitatii enzimatice, utilizarea de inductor, precum MnS0O4si veratril alcool nu
a mai fost raportatd pana in prezent pentru inducerea activitatii oxido-reductazice (laccaza, lingnin peroxidaza
si mangan peroxidaza) la specie Trichoderma asperellum.

in trend cu cercetirile actuale la nivel mondial, la nivel national a fost realizati prima testare a inhibitiei
liniilor tumorale de adenocarcinom de colon (HT29) cu ajutorul laccazei de origine microbiana, fiind obtinute
rezultate pozitive, Incurajatoare.

In premiers, a fost raportat un complex enzimatic provenit de la Trichoderma asperellum cu potential
ridicat de utilizare in limpezirea sucului de mere.



