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Majoritatea microorganismelor prezinta un rol important pentru mediul
inconjurator, aducand diferite aporturi industriei alimentare, domeniului medical cat si
agriculturii. O multitudine de microorganisme sunt capabile sa produca compusi
biologic activi valorosi, printre acestia numarandu-se si enzimele.

Enzimele sunt structuri proteice ce se gasesc la nivelul corpului uman si animal,
la nivelul plantelor cat si al microorganismelor. Acesti compusi sunt capabili sa
catalizeze reactii ce stau la baza desfasurarii normale a functiilor metabolice. Enzima
L-asparaginaza joaca un rol important pentru medicina. Aceasta este consideratd una
dintre cele mai studiate enzime, focusul actual fiind pe noile surse care sa o produca
intr-o forma cat mai pura.

Cercetarile teoretice sunt conturate sub forma a doua capitole ce vizeaza subiecte
referitoare la enzima L-asparaginaza si la obtinerea unor compusi biologic activi cu
importanta in agricultura.

In primul capitol, prezenta lucrare se axeazi pe aspectele teoretice si practice ale
enzimei L-asparaginaza. Aceasta este o enzima deosebit de importanta pentru domeniul
medical deoarece ajuta la tratarea diferitelor afectiuni neoplazice, fiind folosita cu succes
in schemele de chimioterapie. Utilitatea acesteia este foarte mare, iar cererea globala
este in continui crestere. in practicd, enzima L-asparaginazi este produsi de bacteria
Escherichia coli, iar un mare dezavantaj al acestei metode este legat de faptul ca enzima
L-asparaginaza rezultata produce atat efecte benefice cat si reactii secundare grave.
Aceste reactii adverse sunt datorate faptului ca enzima nu este produsa sub o forma
purd, formandu-se aldturi de ea si alte enzime de contaminare. Pe langa marea utilitate
din medicina, enzima L-asparaginaza se foloseste si in industria alimentara. Aceasta
enzima ajuta la reducerea compusilor Maillard care se formeaza in produsele alimentare
amidonoase. Ea are rolul de a reduce acrilamida, consideratd compus toxic care se
formeaza in produsele bogate in carbohidrati si gatite la temperaturi inalte. Importanta
enzimei a fost evidentiata in diferite produse alimentare supuse tratamentului termic.



In unele incerciri enzima a reusit si isi mentina activitatea dupd mai multe cicluri de
utilizare, demostrandu-si potentialul pentru aplicari industriale.

In cercetirile teoretice se evidentiazi faptul ci enzima L-asparaginazi este
produsa In principal de bacterii, dar si de unele plante. Aceasta enzima izolata din
diferite surse prezinta parametri fizico-chimici si cinetici specifici, selectandu-se cea
care este cea mai apropiata de forma secretata de Escherichia coli. Aceste cercetari
teoretice intdresc ideea cd, sursele microbiene prezinta caracteristici promitdtoare
pentru obtinerea unei enzime cat mai pure. Cel de-al doilea capitol al cercetarilor
teoretice, urmdreste importanta diferitelor microorganisme produciatoare de L-
asparaginaza In agricultura. Acest domeniu se confrunta cu o serie de probleme datorate
in principal schimbarilor climatice.

Unul dintre aspectele importante care vine in ajutorul agriculturii este conturat
pe ideea de a obtine compusi antimicrobieni cu ajutorul microorganismelor. Acesti
compusi au ca scop reducerea sau chiar eliminarea contaminantilor plantelor.

O serie de compusi studiati de-a lungul timpului au demonstrat activitati
antifungice si antibacteriene puternice, sugerand potentialul lor pentru utilizarea in
biocontrolul plantelor. Aceste activitati sunt deosebit de importante pentru dezvoltarea
unor alternative ecologice la pesticidele chimice traditionale.

Contributiile personale sunt conturate in doua capitole ce au la baza totalitatea
informatiilor din cadrul cercetarile teoretice. Cercetarile proprii din primul capitol au
avut drept obiective: 1) Izolarea unor noi microorganisme capabile sd produca enzima
L-asparaginazad libera de alti compusi de contaminare; 2) Evaluarea capacitatii
microorganismelor izolate de a produce enzima de interes atat prin metode calitative
catsi prin metode cantitative. Prima parte a lucrarii ofera o baza pentru a intelege modul
de actiune, modul de obtinere cat si importanta enzimei L-asparaginaza, in timp ce
partea practica valideaza potentialul microorganismelor testate de a produce aceasta
enzima.

Obiectivele specifice au inclus evaluarea posibilitatilor de a obtine enzima L-
asparaginaza Intr-o cantitate cat mai mare din surse biologice noi, fara sa contina alte
enzime de contaminare. Microorganismele testate au fost atat din colectia Facultatii de
Biotehnologii, cat si izolate noi din sol. Acestea au fost cultivate pe medii de cultura
specifice pentru a vedea potentialul lor de a produce enzima de interes. Experimentele
s-au completat prin cuantificarea productiei enzimatice cu ajutorul unei metode
spectrofotometrice.

Pe parcursul experimentelor practice din capitolul trei, s-au testat bacterii din
genul Streptomyces sp., rizobacterii, bacterii endofite, drojdii si fungi privind obtinerea
enzimei L-asparaginaza libera de glutaminaz3, ureaza sau NaNOs. Evaluarea capacitatii
microorganismelor selectate de a produce enzima de interes s-a realizat atat prin
metode rapide calitative, cat si prin metode cantitative. Aceste metode au permis o
evaluare mai detaliatd a potentialului producator al fiecarei tulpini microbiene.
Rezultatele s-au uniformizat in urma cunatificarii enzimatice dinamice, pe parcursul mai
multor zile, rezultand faptul ca cea mai mare cantitate enzimatica a fost produsa de



genurile Streptomyces (2 tulpini), Bacillus (4 tulpini), bacteriile endofite (2 tulpini), cat
si de noile izolate bacteriene din sol, GM1, GM3 si GM18.

Cercetarile proprii din partea a doua a lucrarii, au avut ca punct de pornire
rezultatele din primul capitol practic astfel incat obiectivul principal se axeaza pe
evaluarea potentialelor unor tulpini microbiene producatoare de enzime de interes
biomedical in domeniul protectiei plantelor. Pe baza acestei idei s-au conturat doua
obiective secundare: 1) Determinarea capacitatii tulpinilor bacteriene selectate de a
produce metaboliti inhibitori pentru dezvoltarea unor fitopatogeni; 2) Testarea
proprietatilor de stimulare a cresterii si dezvoltarii plantelor de catre tulpinile selectate.

Pe langa producerea de L-asparaginazd, in capitolul patru, tulpinile selectate au
fost evaluate privind capacitatea lor de a produce compusi care inhiba dezvoltarea
fitopatogenilor si care ajuta la stimularea cresterii plantelor. Aceste cercetdri deschid
calea pentru utilizarea acestor microorganisme in agriculturd, contribuind la obtinerea
unor recolte mai sanatoase si mai productive.

Tulpinile bacteriene selectate au fost testate privind activitatea lor
antimicrobiana Impotriva unor patogeni comuni ai plantelor. Rezultatele au aratat ca
anumite tulpini, in special cele din genul Bacillus sp., au prezentat o activitate
antimicrobiand semnificativa. Aceste tulpini au inhibat cresterea unor patogeni precum
Fusarium graminearum, un agent patogen al graului, prin producerea de compusi
biologic activi cu efecte antifungice. O activitate antifungica puternica a prezentat-o
tulpina de Bacillus sp. GM3 care a inhibat cresterea tuturor fungilor testati, iar efectele
s-au mentinut pe toata perioada de incubare.

Activitatea antifungicd a microorganismelor este atribuita unor proprietati
naturale care permit producerea de compusi variati. Acesti compusi actioneaza asupra
fungilor prin diferite mecanisme, inclusiv competitia pentru nutrienti, antibioza
(producerea de biosurfactanti si/sau antibiotice), sinteza de enzime hidrolitice. In plus,
anumite microorganisme pot stimula cresterea plantelor prin sinteza de fitohormoni,
producerea de siderofori, fixarea azotului, solubilizarea fosfatului si producerea unor
metaboliti secundari cu efecte complexe. Evaluarea genetica a capacitatii tulpinii
bacteriene GM3 de a produce biosurfactanti a evidentiat faptul ca aceasta poseda genele
ituD, fen, bmyA si ituA, responsabile de sinteza unor compusi valorosi pentru agricultura.

Determinarea capacitatii tulpinilor bacteriene de a produce metaboliti cu
proprietati antifungice a sugerat faptul ca tulpinile selectate pot descompune peretele
celular fungic prin secretarea unor compusi hidrolitici (proteaze, chitinaze, celulaze),
evidentiindu-se o bund productie in cazul tulpinilor GM3, GM12 si GM21. Pe langa
acestea s-a mai urmarit impactul tulpinii bacterine GM3 asupra productiei de micotoxine
rezultand faptul ca tulpina bacteriana reduce semnificativ nivelul de zearalenona si
ochratoxina.

In capitolul patru s-a mai urmirit formarea de biofilm de citre bacteriile
selectate, evidentiindu-se capacitatea lor de a coloniza radacinile plantelor si de a le
proteja impotriva stresului. Experimentele au aratat ca bacteriile testate au fost capabile
sa formeze biofilmuri puternice, ceea ce duce la cresterea capacitatii de colonizare si
protectie a plantelor. Aceasta abilitate este cruciala pentru aplicarea biotehnologica a



acestor bacterii in agricultura, asigurand o simbioza eficienta si durabila intre bacterii si
plante.

Tulpinile bacteriene testate nu doar ca au contribuit la protectia plantelor, dar au
si Imbunatatit ratele de germinare si dezvoltare a plantelor. Un alt aspect important al
cercetdrii a fost evaluarea impactului tratamentului bacterian asupra germinarii si
dezvoltarii plantelor. S-a observat ca boabele de grau tratate cu tulpina bacteriana GM3
au germinat rapid (rata de 95%) si au produs plante viguroase, iar cele tratate cu
patogenul Fusarium graminearum, au prezentat o rata de germinare mai redusa (61,6%)
si plante firave. Aceste rezultate subliniaza potentialul bacteriilor selectate de a stimula
cresterea plantelor si de a le proteja Impotriva patogenilor. Tulpina bacteriana Bacillus
sp. GM3, In urma acestor teste poate fi considerata o varianta buna pentru biocontrolul
patogenilor fungici si pentru stimularea cresterii plantelor, oferind o alternativa
sustenabila la fungicidele chimice, promovand astfel agricultura ecologica.

Pe baza rezultatelor obtinute, tulpina Bacillus sp. GM3 este consideratda un
candidat promitator pentru aplicatii in protectia plantelor. Totusi, sunt necesare
informatii suplimentare privind mecanismele implicate In activitatea antifungica si
potentialul de biostimulare al acestei tulpini.

Totalitatea cercetdrilor s-au axat pe evidentierea potentialului unor tulpini
microbiene de a produce enzima L-asparaginaza de puritate inaltd, cu aplicatii
promitdtoare in domeniul medical, cat si utilizarea acestor tulpini in protectia plantelor.
Aceste rezultate subliniaza importanta izoldrii si caracterizarii detaliate a
microorganismelor pentru a maximiza beneficiile biotehnologice.

La finalul lucrarii sunt prezentate concluziile generale ale tuturor capitolelor
elaborate, sumarizand elementele de noutate, cat si o serie de recomandari pentru
cercetdrile viitoare. Cercetdrile viitoare se pot baza pe optimizarea proceselor de
productie si purificare a enzimei L-asparaginaza ducand la obtinerea unui produs cu
randament ridicat si o eficienta crescuta.

In ansamblu, recomandirile subliniazi potentialul biotehnologic al tulpinilor
bacteriene selectate, producatoare de L-asparaginaza pentru protectia plantelor si
stimularea cresterii acestora. Necesitatea continuarii cercetarilor este explicita pentru a
intelege mai bine mecanismele implicate si pentru a optimiza aplicarea acestor
microorganisme in agricultura.
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