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Determination of bacterial enzyme activity is widely studied in recent years both through
biochemical and molecular analysis. Catalase, peroxidase and superoxide dismutase are con-
sidered an important antioxidant enzymes that prevents cellular damage by the action of free
radicals. The researches have been carried out to study catalase activity in biomass of some
bacterial strains isolated from the lakes of the “La Izvor” park. The results of the study show that
out of 20 strains 17 are catalase-producing bacteria, where Bacillus safensis CNMN-BB-26 and
Pseudomonas poae CNMN-Ps-09 are active strains with values of 228,94 and 270,16 mmol/min/
mg protein, respectively, Bacillus velezensis CNMN-BB-14 produced the highest value of 380,68
mmol/min/mg protein.
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INTRODUCERE

Cererea industriald pentru enzimele microbiene a aparut pe piatd cu cea mai rapida
crestere, iar cererea catalazei este una dintre ele, datoritd importantei pe care o are in
utilizarea la degradarea peroxidului de hidrogen. Catalaza este o enzima antioxidanta
importanta care distruge peroxidul de hidrogen format in urma metabolismului celular
normal, cu formarea de apa si oxigen, prevenind peroxidarea lipidica a membranelor si
deteriorarea celulelor. De asemenea, catalaza este una dintre enzimele industriale impor-
tante folosite in metodele diagnostice si analitice sub formd de biomarkeri si biosenzori
pe langa aplicatiile enorme in domeniul textilelor, alimentatiei si cel farmaceutic [1, 2].

Catalaza are o masd moleculara egala cu 250 kDa si consta din patru grupuri de
hemoproteine. Ca si alte enzime antioxidante, catalaza este produsd si de un spectru
larg de organisme procariote si eucariote. Aceasta este o enzima intracelulara care a fost
descoperita la majoritatea anaerobilor facultativi si la toate bacteriile aerobe, dar nu este
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prezenta la anaerobii obligatorii [3, 4]. Catalaza este al doilea cel mai abundent anti-
oxidant enzimatic (dupa superoxiddismutaza), care atenueaza imbatranirea, cataracta,
cancerul, deficienta nutritionald, ateroscleroza si diabetul [4].

Aceastd enzima omniprezentd, gasita 1n trei forme, a fost utilizata pentru o serie de
aplicatii industriale, de diagnostic si medicale. Este produsa si purificata dintr-un numar
de microorganisme, plante si animale [1, 4, 5]. Peroxidul de hidrogen (H,0O,), un oxidant
puternic, este pe larg folosit ca reactiv de spalare in fabricile de semiconductori si ca
agent de albire 1n industriile textile, astfel, apele industriale uzate trebuie tratate si elimi-
nat H,O, deoarece afecteazd negativ atat flora cat si fauna inconjuratoare [1, 7]. Tratarea
cu substante chimice are un gir de dezavantaje, datorita toxicitatii acestora care la fel mai
dduneaza i namolului activ. Abordarea care implica degradarea enzimatica a H,0, cu
ajutorul catalazei este o alternativa mai sigura fata de tratamentul chimic [1].

Astfel, in ultimii ani au fost efectuate mai multe cercetari cu privire la activitatea
enzimatica a unor bacterii atat prin analize biochimice cat si moleculare. Astfel, enzime-
le antioxidante precum catalaza, peroxidaza si superoxiddismutaza joaca un rol impor-
tant in mai multe procese microbiene independente de stresul oxidativ [8].

Cercetarile asupra tulpinii Bacillus subtilis au permis de a stabili ca, s-a gasit o ac-
tivitate vegetativa a catalazei secretatd de celulele acesteia 1n timpul fazei de stationare
a cresterii, ceea ce are o importanta esentiald in protectia completa a celulelor impotriva
stresului oxidativ [8].

In ultimii ani ne-am axat pe cercetiri ce tin de izolarea tulpinilor noi de microora-
nisme din lacurile parcului ,,La Izvor” din mun. Chisindu, in vederea selectarii celor de
interes biotehnologic si depozitarea acestora in Colectia Nationala de Microorganisme
Nepatogene (CNMN) din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie (IMB) al
Universitatii Tehnice a Moldovei (UTM). Astfel, in urma cercetarilor efectuate au fost
izolate mai multe grupuri de microorganisme, din care si 65 tulpini noi de bacterii ne-
patogene, din acestea 20 tulpini prezinta interes datorita activitatii antifugice si antimi-
crobiene pronuntate dar si a activitatii enzimatice ca cea amilolitica, a catalazei, lipazei
si celulazei.

Astfel, scopul cercetarilor noastre a constat in analiza biochimica a activitatii cata-
lazei prin determinarea cantitativa a acesteia in biomasa unor tulpini de bacterii izolate
din lacurile parcului ,,La Izvor”.

MATERIALE SI METODE

In studiu au fost incluse 20 tulpini de bacterii izolate in urma evaludrii biodiver-
sitatii acvatice din apa, namolul si biofilmele formate pe lacurile din parcul ,,La Izvor”,
probele fiind recoltate din diferite sectoare, fiind selectate cele mai active tulpini ce pre-
zinta interes biotehnologic care au fost depozitate In CNMN) din cadrul IMB al UTM:
Pseudomonas poae CNMN-Ps-09, Bacillus velezensis CNMN-BB-12, Bacillus vele-
zensis CNMN-BB-13, Bacillus velezensis CNMN-BB-14, Bacillus velezensis CNMN-
BB-15, Bacillus velezensis CNMN-BB-16, Bacillus velezensis CNMN-BB-17, Bacil-
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lus velezensis CNMN-BB-18, Micrococcus yunnanensis CNMN-BM-19, Micrococcus
yunnanensis CNMN-BM-20, Paenibacillus pabuli CNMN-BP-21, Planococcus ruber
CNMN-BP-22, Peribacillus simplex CNMN-BP-23, Planococcus chinensis CNMN-
BP-24, Bacillus safensis CNMN-BB-25, Bacillus safensis CNMN-BB-26, Bacillus sa-
fensis CNMN-BB-27, Peribacillus simplex CNMN-BP-28, Bacillus rugosus CNMN-
BB-29, Micrococcus aloeverae CNMN-BM-30.

In calitate de mediu nutritiv pentru cultivarea si cresterea tulpinilor mentionate,
a fost utilizat agarul nutritiv. Cultivarea s-a efectuat la temperatura de +30+1°C, timp
de 24 — 48 ore, iar biomasa bacteriilor a fost determinata gravimetric [9, 10].

Activitatea catalazei (CAT) s-a determinat cu utilizarea metodei spectrofotome-
trice la o lungime de unda de 240 nm, care se bazeazd pe capacitatea peroxidului
de hidrogen de a interactiona cu molibdatul de amoniu, formand un complex colorat
stabil [11]. Activitatea catalazei se exprima in mmol/min/mg de proteina, datorita de-
terminarii cantitative a produsului reactiei intr-o unitate de timp raportatd la 1 mg de
proteina.

Continutul de proteine a fost determinat conform metodei propuse de Lowry
[12].

Prelucrarea statistici a rezultatelor a fost efectuatda utilizand Microsoft Excel
2010. Rezultatele au fost exprimate prin calcularea mediei, deviatiei standard si a
intervalului de incredere pentru o medie a trei repetari. Toate diferentele au fost consi-
derate semnificative statistic pentru P<0,05.

REZULTATE SI DISCUTII

Cercetarile efectuate de catre echipa noastra de cercetatori au constat in, determi-
narea cantitativa a activitatii catalazei la un sir de tulpini de bacterii izolate in anii pre-
cedenti din apa lacurilor din parcul “La Izvor”, in vederea depistarii celor mai active
ce prezintd interes biotehnologic. Determinarea activitatii catalazei a fost efectuata in
faza de crestere exponentiala (logaritmica), adica dupa 48 ore de cultivare pe mediul
agar nutritiv, deoarece aceasta este faza in care cresterea masei de celule poate fi deter-
minata cantitativ prin dublarea numarului acestora intr-o unitate de timp.

Astfel, in urma cercetarilor efectuate asupra determinarii cantitative a activitatii
catalazei in biomasa unor tulpini de bacterii, s-a stabilit c¢a, din totalul de 20 de tulpini
incluse in studiu, 3 poseda cea mai inaltd activitate a CAT de cca 228,94 si 270,16
mmol/min/mg proteind, pentru Bacillus safensis CNMN-BB-26 si Pseudomonas poae
CNMN-Ps-09, respectiv, si de cca 380,68 mmol/min/mg proteind pentru Bacillus vele-
zensis CNMN-BB-14 (Fig. 1).
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Figura 1. Activitatea catalazei in biomasa unor tulpini de bacterii, dupa 48 ore de cultivare pe
mediul agar nutritiv

Pentru alte 10 tulpini incluse in cercetare, activitatea catalazei variaza intre 94,99
— 159,37 mmol/min/mg proteina, iar pentru 4 tulpini activitatea catalazei variaza intre
52,18 — 77,51 mmol/min/mg proteina. De asemenea, s-a stabilit cd 3 dintre tulpinile
studiate cum ar fi: Micrococcus yunnanensis CNMN-BM-20, Bacillus safensis CNMN-
BB-27 si Micrococcus aloeverae CNMN-BM-30, practic nu poseda activitate antio-
xidantd deoarece continutul activitatii catalazei este la un nivel extrem de scazut, in
schimb aceste tulpini poseda activitate antimicrobiana pronuntata asupra tulpinilor de
fungi fitopatogeni.

CONCLUZII

In rezultatul cercetdrilor putem concluziona ci, din 20 tulpini de bacterii izolate
din lacurile parcului “La Izvor”, activitatea catalazei se manifesta la 17 din ele, cea mai
sporita fiind la tulpinile Bacillus safensis CNMN-BB-26 si Pseudomonas poae CNMN-
Ps-09, ce constituie 228,94 si 270,16 mmol/min/mg proteina, respectiv, si la Bacillus
velezensis CNMN-BB-14 care are cea mai naltd valoare de cca 380,68 mmol/min/mg
proteina. Aceste tulpini pot fi utilizate ca obiecte biotehnologice cu un inalt potential
biosintetic si activitate enzimatica sporita.
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