UNIVERSITAS

MO

UNIVERSITATEA ,DUNAREA DE JOS”, GALATI

CALATIERSIS  FACULTATEA STIINTA SI INGINERIA ALIMENTELOR

Rezumatul Tezei de Doctorat

Obtinerea, caracterizarea si evaluarea
potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor
lipide din surse vegetale

Conducator stiintific, Doctorand,

Prof. dr. ing. Gabriela BAHRIM Ing. Georgiana PARFENE

Galati, 2012



UNIVERSITAS

o B e O e 8

GALATIENSIS

Ciatre

ROMANIA

MINISTERUL

UNIVERSITATEA ,,DUNAREA DE JOS” | EDUCATIEI
DIN GALATI . CERCETARII

y TINERETULUI

gy | 57 SPORTULUI

C 12538 /:02 10,2502

Universitatea “ Dunirea de Jos  din Galati v face cunoscut ¢i in data del7.12,2012, ora9.00, in sala
F103 a Facultitii de Stiinta si Ingineria_Alimentelor, va avea loc sustinerea publicd a tezei de doctorat
intitulatd:"OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI EVALUAREA POTENTIALULUI ANTIMICROBIAN AL
UNOR COMPUSI BIOCONSERVANTI OBTINUTIPRIN BIOTRANSFORMAREA UNOR LIPIDE DIN
SURSE VEGETALE”, elaborati de domnul/doamna PARFENE GEORGIANA, n vederea conferirii titlului

stiintific de doctor in Domeniul de doctorat - Inginerie industriald.

Comisia de doctorat are urmitoarea componenti :

1. Presedinte:

2. Conducitor

de doctorat:

Prof.univ.dr.ing. Petru ALEXE

Universitatea *Dundirea de Jos” din Galati

Profuniv.dr.ing. Gabriela-Elena BAHRIM

Universitatea ”Dundrea de Jos” din Galafi

3. Referent oficial: Prof.univ.dr. Francisc PETER

Universitatea "POLITEHNICA” din Timisoara

4, Referent oficial: Prof.univ.dr. Stefana JURCOANE

Universitatea de Stiinfe Agricole si Medicind Veterinard din Bucuresti

5. Referent oficial: Prof.univ.dr. Stefan DIMA

Universitatea "Dundrea de Jos” din Galati

Cu aceastd ocazie vi transmitem rezumatul tezei de doctorat §i va invitdm si participafi la sustinerea

publicd. in cazul in care doriti s4 faceti eventuale aprecieri sau observatii asupra continutului lucririi, v rugim

sd le transmiteti in scris pe adresa Universititii, str. Domneasci I 47, 800008 - Galati, Fax - 0236 / 461353.

Str. Domneascé nr.47, cod postal 800008, Galati, Roméania, Tel.: +40 336. 130. 109, Fax: +40 236. 461. 353

Web: www.ugal.ro  e-mail: rectorat@ugal.ro



Multumiri

Multumirile §i recunostiinta mea se indreaptd cdtre doamna prof. dr. ing. Gabriela
Bahrim, conducdtorul stiintific, pentru profesionalismul cu care m-a ghidat pe drumul
cdtre obtinerea titlului de doctor, pentru permanenta indrumare stiintificd, pentru

sprijinul acordat pe perioada desfdsurdrii studiilor doctorale si a elabordrii tezei.

Cu deosebit respect as dori sd le multumesc domnilor profesori membri ai comisiei de
indrumare a tezei de doctorat, conf. univ. dr. Rodica Dinicd, conf. dr. ing. chim. Stefan
Dima, conf. univ. dr. Luminita Georgescu, pentru permanentele incurajdri si pentru
aprecierile, observatiile, sugestiile si recomanddrile formulate pe parcursul elabordrii
lucrarii.

Doresc sd multumesc doamnei prof. dr. Stefana Jurcoane si domnului prof. dr. Francisc

Peter pentru calitatea de referenti oficiali ai tezei de doctorat.

De asemenea, multumesc doamnei prof. dr. ing. Elisabetta Maria Guerzoni, pentru
gdzduirea timp de 10 luni in laboratorul de cercetare din cadrul facultdtii Scienze degli

Alimenti, si suportul stiintific si material acordat pe perioada stagiului extern.

Multumesc si sunt profund recunoscdtoare familiei mele, pentru suportul moral,
intelegerea si rdbdarea cu care m-au sprijinit, ajutdndu-mad sd duc la bun sfdrsit aceastd

tezd.

Cu deosebit respect si recunostiintd, dedic aceasta tezd tatdalui meu, Parfene Neculai,
care mi-a cdlduzit fiecare pas pe drumul vietii, fiind aldturi de mine si ajutdndu-ma sa
depdsesc orice obstacol, care m-a invdtat cd numai prin muncd, Seriozitate si
perseverentd pot avea succes in viatd. Care, aldturi de mama, mi-a oferit puterea,
increderea si dragostea neconditionatd, pentru a putea merge mai departe, purtdnd cu

onoare numele lui. Vd multumesc si sunt mdndrd cd sunteti pdrintii mei!!!!

Multumesc prietenului meu, Vicentiu Horincar, pentru sprijinul moral, pentru
implicarea, ddruirea si seriozitatea cu care m-a sustinut in cele mai cumplite momente

din viata mea, atunci cdnd tatdl meu s-a asezat printre ingeri.

Multumesc tuturor colegilor si profesorilor care mi-au fost aproape si au contribuit atdt

la formarea mea profesionald cat si la cea umanad.



e e UNIVERSITAS
MINISTERUL
= IHJUL.'\EIH P q
e ‘ CERCETARII
f 4 TINERETULUI m\
. -./ T, ISIH\'UI\'HIII
UNIUNEA EUROPEANA GUVERNUL ROMANIE|

MINISTERUL MUNCII, FAMILIE] Fondul Social European Instrumente Structurale
$I PROTECTIE| SOCIALE POSDRU 2007-2013 2007-201

OIPOSDRU

GALATIENSIS

Teza de doctorat a fost elaboratd cu sprijinul financiar al Programul Operational
Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane (POSDRU) - 88/1.5/5/61445 - Sistem de
Management al Burselor Acordate Doctoranzilor - ID 61445, acronim EFICIENT.

Multumesc pentru suportul financiar acordat, pentru oportunitatea efectudrii stagiului
extern in lItalia, in laboratoarele din cadrul Faculta di Scienze degli Alimenti

Universitatea Bologna, Italia.



Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

Obiectivele stiintifice si justificarea alegerii temei
Tendintele asigurarii unei alimentatii moderne corelate cu sandtatea populatiei au
determinat intensificarea cercetarilor de inlocuire a aditivilor de sinteza chimica, in
special a compusilor conservanti, cu compusi naturali care indeplinesc acelasi rol,
eliminand riscul cumulativ al substantelor chimice In organism.

Astfel, perceptia negativa a consumatorilor fata de conservantii artificiali a condus la
orientarea cercetarilor catre identificarea si utilizarea unor surse alternative de
compusi bioconservanti. Pe baza acestor considerente, s-a urmarit descoperirea unor
noi surse de compusi cu actiune conservanta, fara a avea implicatii semnificative in
modificarea proprietatilor senzoriale si nutritive ale alimentelor.

Una dintre aceste surse o constituie grasimile vegetale (de palmier, cocos si shea)
care furnizeaza lipide cu un continut ridicat de acizi grasi cu potential antimicrobian.
Teza de doctorat intitulata , Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului
antimicrobian al unor compusi bioconservanti obtinuti prin biotransformarea
unor lipide din surse vegetale” a vizat studiul potentialului antimicrobian al acizilor
grasi saturati si nesaturati obtinuti prin hidroliza enzimatica in situ a grasimilor din
palmier (pulpa si respectiv simburii fructelor de palmier), cocos si shea, in stare
bruta. Dupa hidroliza enzimatica in faza solida, utilizand culturi selectionate de
drojdii Yarrowia lipolytica, s-a realizat extractia, caracterizarea si cuantificarea
acizilor grasi utilizdnd tehnici moderne de cromatografie si, in final, evaluarea
potentialului antimicrobian al hidrolizatelor asupra unor bacterii patogene, cu
importanta In microbiologia alimentelor.

In acest context, cercetirile efectuate pe parcursul studiilor de doctorat au vizat
urmatoarele obiective stiintifice:

v' Evaluarea specificitatii lipazelor extracelulare sintetizate de tulpini de drojdii
Yarrowia lipolytica, pentru grasimile in stare bruta de palmier, cocos si shea.

v Optimizarea parametrilor de hidroliza in situ a grasimilor vegetale cu drojdii
Yarrowia lipolytica, prin cultivare in faza solida, In diferite conditii de
temperatura si activitate a apei, similare cu cele din sistemele alimentare si
corelate cu conditiile de conservare a alimentelor.

v’ Caracterizarea compozitiei in acizi grasi cu potential antimicrobian a

grasimilor in stare bruta si a hidrolizatelor enzimatice, utilizand metode
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

avansate de investigare (extractie In faza solida, gaz cromatografie cuplata cu
spectrometrie de masa).

v' Evaluarea potentialului antimicrobian al hidrolizatelor continind acizi grasi
eliberati prin hidroliza enzimatica din grasime de palmier, cocos si shea,
impotriva unor bacterii cu incidenta in microbiota alimentelor si siguranta

alimentara.
Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupa cum urmeaza:

I. STUDIU DOCUMENTAR

Capitolul 1, intitulat Conservanti naturali vs. conservanti de sintezd chimica
descrie importanta substituirii adaosului conservantilor de sinteza chimica cu cei
naturali, in scopul conservarii produselor alimentare, eliminand efectul negativ
cumulativ al substantelor chimice xenobiotice asupra organismului uman.

Capitolul 2, intitulat Grdsimi de origine vegetala - surse potentiale de compusi
bioactivi, este structurat in 4 subcapitole. In primele trei subcapitole sunt descrise,
compozitia si caracteristicile fizico - chimice ale grasimilor vegetale vizate in studiile
experimentale, si anume: grasimea de cocos, grasimea de shea, grasimea din pulpa si
respectiv din samburii fructelor de palmier. Se prezinta efectele biologice
recunoscute ale acestor grasimi, obtinute prin metode traditionale in Africa, fara
aplicarea tratamentelor termice sau chimice. In ultimul subcapitol sunt descrisi
pricipalii acizi grasi cu activitate antimicrobiang, cu efect microbiostatic si microbicid
asupra microorganismelor saprofite si patogene cu incidenta in microbiologia
alimentelor si siguranta alimentara.

Capitolul 3, intitulat Metode de hidroliza a grdsimilor, este structurat in doua
subcapitole, in care se prezinta principiile moderne de hidroliza chimica si enzimatica
a grasimilor de origine vegetala. Sunt descrise principalele surse de lipaze
microbiene, specificitatea si functionalitatea acestora in procesele de hidroliza a
lipidelor de origine vegetala.

Capitolul 4, intitulat Tehnici moderne de extractie, caracterizarea si evaluarea
potentialului antimicrobian al acizilor grasi este structurat in trei subcapitole, in
care se face o trecere in revista a metodelor moderne de extractie a acizilor grasi din

hidrolizate lipidice, metodele de transesterificare a acizilor grasi in esterii metilici
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
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corespunzatori, identificarea si cuantificarea acestora prin gaz- cromatografie cuplata
cu spectrometrie de masa si metodele uzuale de evaluare a potentialului

antimicrobian.

ILPARTEA EXPERIMENTALA

Captitolul 5, intitulat Hidroliza enzimatica in faza solida a lipidelor din surse
vegetale, descrie studiile realizate pentru selectia unor tulpini de drojdii Yarrowia
lipolytica in functie de capacitatea acestora de a se dezvolta, in conditii stationare, in
faza solida, pe medii imbogatite in grasimi vegetale (din palmier, cocos si shea) si
studiile cu privire la specificitatea si comportametul enzimatic al drojdiilor in diferite
conditii de temperatura si activitate a apei, similare cu cele din sistemele alimentare
si aplicate pentru conservarea alimentelor.

Capitolul 6, intitulat Caracterizarea hidrolizatelor grdsimilor tropicale,
identificarea si cuantificarea acizilor grasi cu potential antimicrobian, a vizat
caracterizarea grasimilor de origine vegetala si a hidrolizatelor enzimatice derivate,
obtinute prin hidroliza enzimatica in situ, cu tulpina selectionata Yarowia lipolytica
RO13, din punctul de vedere al continutului in acizi grasi cu potential antimicrobian.
Pentru a determina profilul acizilor grasi din grasimile testate si din hidrolizatele
enzimatice s-a realizat extractia acizilor grasi prin metoda de extractie in faza solida
(SPE) si analiza gaz -cromatografica cuplata cu spectrometrie de masa (GC-MS). De
asemenea, s-a urmarit randamentul de hidroliza prin cuantificarea acizilor grasi din
hidrolizatele enzimatice, comparativ cu continutul in grasimile brute nehidrolizate.
Capitolul 7, intitulat Testarea activitdtii antimicrobiene a extractelor contindnd
acizi grasi liberi asupra unor bacteriilor cu potential patogen, prezinta rezultatele
investigatiilor privind evaluarea potentialului antimicrobian al acizilor grasi extrasi
din grasimile vegetale in stare bruta (grasimea de cocos, grasimea de shea, grasimea
din pulpa si samburii fructelor de palmier) si din hidrolizatele enzimatice, impotriva
unor bacterii potential patogene Gram - pozitive (Listeria monocytogenes si Bacillus
cereus) si Gram - negative (Escherichia coli si Salmonella Enteritidis). Efectul
bacteriostatic si bactericid al acizilor grasi din grasimi vegetale a fost comparat cu cel

al unor antibiotice comerciale, de referinta.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

Capitolul 8, Concluzii generale, prezinta principalele concluzii rezultate din
experimentele realizate ce au vizat obtinerea, caracterizarea si evaluarea activitatii
antimicrobiene a unor acizi grasi saturati din compozitia grasimilor de palmier, cocos
si shea, In stare bruta si dupa hidroliza enzimatica, condusa in situ, cu tulpini
selectionate de drojdie Yarrowia lipolytica.
In final, sunt prezentate contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in
dezvoltarea cunoasterii In domeniu si perspectivele pentru continuarea cercetarilor,
precum si diseminarea rezultatelor obtinute pe fluxul principal al publicatiilor in
domeniul de cercetare abordat.
Pentru indepliniea activitatilor de cercetare, in acord cu obiectivele stiintifice
formulate, s-au utilizat infrastructurile moderne de cercetare ale laboratoarelor:

e (entrul integrat de cercetare si formare pentru biotehnologie aplicatd in

industria alimentard, Platforma Bioaliment (www.bioaliment.ugalro),

Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea Dundrea de Jos
din Galati.
e Laboratoarele de microbiologie, din cadrul Facultdtii Stiinta Alimentelor,

Universitatea din Bologna, Italia.
Studiile doctorale au fost sustinute financiar de Programul Operational Sectorial
Dezvoltarea Resurselor Umane (POSDRU) - 88/1.5/S/61445 - Sistem de
Management al Burselor Acordate Doctoranzilor- ID 61445, acronim EFICIENT.
Rezultatele obtinute In cadrul studiilor doctorale au fost diseminate prin elaborarea a
cinci lucrari stiintifice, dintre care 2 articole publicate in reviste cotate ISI (Food
Chemistry si Romanian Biotechnological Letters) si 3 articole publicate in reviste
indexate in baze de date internationale (Scientific Study & Research Chemistry,
Chemical Engineering, Biotechnology, Food Industry; Bulletin of University of
Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-Napoca; Analele Universitdtii
,Dundrea de Jos” Galati). Totodata, pe parcursul stagiului doctoral, au fost

comunicate rezultatele cercetarilor la cinci conferinte internationale.

Teza de doctorat contine 195 pagini, in care sunt incluse 65 figuri si 8 tabele. Studiul

documentar reprezintd 30% iar partea experimentald 70%.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

5. Hidroliza enzimatica in faza solida a lipidelor din surse vegetale
Prezentul studiu a urmarit selectia unor tulpini de drojdii Yarrowia lipolytica,
capabile sa produca hidroliza in situ a grasimilor din palmier, cocos si shea, in stare
bruta, in diferite conditii de temperatura si activitate a apei, similare cu cele din
sistemele alimentare, in vederea eliberarii cu eficienta sporita si in conditii simple si
eficiente din punct de vedere economic a acizilor grasi cu activitate antimicrobiana.
5.2 Materiale si metode
5.2.1 Reactivi, materiale si culturi starter

= Grasimi vegetale tropicale
Au fost utilizate trei tipuri de grasimi tropicale, In stare bruta, dupa cum urmeaza:
grasime de palmier (pulpa si samburii fructelor de palmier), de cocos si de shea,
obtinute prin procedee traditionale de procesare, in Cameroon, Africa.

= Culturi starter de drojdii
Treisprezece tulpini de drojdie Yarrowia lipolytica, din colectia de microorganisme a
facultatii Scienze degli Alimenti, Cesena din cadrul Universitatii Bologna, Italia,
provenind din diferite surse (tabelul 5.1).

Tabelul 5.1 Tulpini de drojdii Yarrowia lipolytica, potentiale surse de lipaze

Nr.crt. Tulpini de Sursa de izolare
Yarrowia lipolytica, cod

1 R0O13,R0O3 si RO15 unt de tip ,, light”

2 PO1 apa fluviului Po, Italia

3 Y10,Y22si 111 YL 4 produse refrigerate din carne, tip

prosciutto cotto, crudo

4 LP PAST to 1a, LCTQ to 4b, LP branza de capra, tip: ,pecorino” si
TQ to 1a si LN2 ,caciotta”

5 16Bsi 27D carne de pui iradiata

* Medii de cultura

- Mediul Sabouraud cu agar (Merck KgaA Darmstad, Germany), pentru
multiplicarea si intretinerea culturilor de drojdie.

- Mediul Spirit blue cu agar (SBA) (DIFCO Laboratoires Detroit Mi, USA) pentru
evaluarea activitatii lipolitice a drojdiilor. Pentru modificare activitatii apei la
valori de 0,98 0,96 si 0,93, mediul SBA a fost suplimentat cu diferite

concentratii de clorura de sodiu.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

5.2.2 Hidroliza enzimatica in situ a grasimilor vegetale cu tulpini de Yarrowia
lipolytica
» Prepararea inoculului de drojdie

Pentru prepararea inoculului, tulpinile de drojdie Yarrowia Ilipolytica au fost
reactivate prin cultivare pe mediul de cultura Sabouraud cu agar, in placi Petri, la
temperatura de 28°C, timp de 72 de ore. In prealabil, s-au preparat eprubete cu un
continut de 7-8 mL de mediu Sabouraud lichid steril. Cu ajutorul unei anse, s-au
recoltat celule din culturile pure (colonii) care apoi s-au inoculat aseptic In mediul
Sabouraud lichid, in eprubete si s-au termostatat la temperatura de 28°C, timp de 72
de ore. Aceste culturi au constituit preinoculul.

Inoculul de drojdie utilizat In aceste studii s-a obtinut prin transferarea a 1mL din
preinocul in eprubete cu mediu Sabouraud lichid, steril (SAB) si termostatare timp de
72 de ore, la temperatura de 28°C. Dimensiunea inoculului s-a stabilit prin
determinarea numarul unitatilor formatoare de colonii (ufc mL-1) stabilit prin tehnica
indirecta de numarare a coloniilor dezvoltate prin cultivare pe mediul Sabouraud cu
agar, in placi Petri, la temperatura de 25°C (SR ISO 7954:2001). Pentru toate culturile

de drojdie s-a utilizat o dimensiune a inoculului de 106 ufc mL-1.

» Evaluarea potentialului lipolitic in situ al drojdiilor Yarrowia lipolytica

Pe suprafata mediului SBA in care s-a inglobat grasimea de cocos s-a aplicat in centrul
plicii cate 30uL din fiecare culturd purd (inocul). In paralel s-au realizat probe
martor pentru fiecare valoare a activitatii apei si a temperaturii testate, fara inocul.
Probele s-au realizat in duplicat. In total s-au realizat 672 de probe din care o parte
au fost termostatate la temperatura optima de crestere a drojdiei, respectiv 25°C, iar
cealalta parte la temperatura de refrigerare de 4°C, timp de 240 de ore.

Evaluarea capacitatii drojdiilor de a sintetiza lipaze extracelulare si de a hidroliza
grasimile tropicale testate (palmier, cocos si shea) s-a evidentiat prin aparitia unui
halou incolor, In comparatie cu restul mediului de culoare albastru, in jurul coloniilor
tulpinilor active. Diametrul zonei de hidroliza a fost masurat la intervale de 24 de ore

(Frank & Bullerman, 1993).
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
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5.2.3 Metode de analiza si prelucrare statistica a datelor experimentale

Pentru stabilirea conditiilor optime de hidroliza in situ a grasimilor s-a folosit
programul Principal Components Analyses (PCA ) cu soft-ul The Unscrambler x.10.1,
Camo software, Oslo, Norvegia (Esbensen, 2010). Algoritmul folosit In prelucrarea
datelor a fost NIPALS, iar validarea tuturor rezultatelor s-a realizat cu programul Full

Cross Validation.

5.3 Rezultate si discutii
5.3.1 Hidroliza enzimatica in situ a grasimii de palmier

5.3.1.1 Functionalitatea drojdiilor Yarrowia lipolytica si hidroliza grasimii de
palmier la temperatura de 25°C si diferite valori ale activitatii apei
Hidroliza enzimatica in faza solida a grasimii de palmier (pulpa fructelor si simburi e
palmier) s-a realizat prin varierea conditiilor de cultivare a drojdiilor si anume: tipul
de grasime, concentratia de NaCl din mediu, corelatd cu continutul de apa libera
(valori ale aw 0,93, 0,95 si 0,98), temperatura si durata cultivarii. Studiile au
demonstrat ca drojdiile Yarrowia lipolytica functioneaza optim la cultivarea in sistem
SSF (engl. Solid State Fermentation) pe mediu Imbogatit In grasime extrasa din pulpa
de palmier si concentratii reduse de NaCl in mediu (3% NacCl, aw 0,98) (figura 5.3).
Toate cele treisprezece tulpini de Yarrowia lipolytica testate, prezinta capacitatea de a
hidroliza grasimea de palmier, in conditiile testate, dupa 48 de ore de cultivare, ceea
ce certifica potentialul acestor drojdii de a produce lipaze extracelulare cu

specificitate pentru grasimea din palmier.
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Figura 5.3. Capacitatea drojdiilor Yarrowia lipolytica de a produce hidroliza grasimii
extrasa din pulpa fructelor de palmier, in sistem SSF la temperatura de
25°C si activitatea apei 0,98

In cazul utilizirii ca substrat a griasimii obtinute din samburii fructelor de palmier s-a

observat un comportament similar al drojdiilor. La temperatura de 25°C si aw 0,98,
cele mai active tulpini s-au dovedit cele codificate 111YL4, RO13, 27D si 6B, care au
prezentat zone de hidroliza a grasimii inca din primele ore de cultivare in sistem SSF
(figura 5.4).
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Figura 5.4. Cresterea drojdiilor Yarrowia lipolytica si hidroliza grasimii din samburii
fructelor de palmier, la cultivarea in sistem SSF, la temperatura de 25°C si
activitatea apei 0,98
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Tulpina Yarrowia lipolytica RO13 s-a dovedit si In acest caz cea mai activa. Aceasta a
produs zone de hidroliza cu dimensiuni de circa 30 mm, dupa 24 de ore de cultivare,
de 72 mm, dupa 48 h de cultivare si a hidrolizat complet grasimea din samburii de
palmier, dupa 168 h de cultivare. Prin cresterea concentratiei de sare din mediu,
5.5 si figura 5.6). Din datele prezentate in figura 5.5 se observa efectul inhibitor al
cresterii concentratiei de NaCl (6%) corelat si cu continutul de apa libera asupra
functionalitatii drojdiilor, ceea ce se reflectd in intarzierea cu 24 de ore a procesului
de hidroliz3, la temperatura optima de activitate fiziologica a drojdiilor, 25°C.

Tulpinile Yarrowia lipolytica RO13 si RO15 s-au dovedit si in acest caz cele mai
performante, pentru care s-au obtinut cele mai mari zone de hidroliza a grasimii
extrasa din pulpa fructelor de palmier si la valori ale activitatii ale apei in mediu de
0,96 (10 - 30 mm in intervalul de timp de 48 - 72 de ore de cultivare, si respectiv 60 -

70 mm in intervalul de 144 - 240 de ore de cultivare).
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Diametrul zonei de hidroliza, (mm)

10 A

0 -
24 48 72 144 168 192 216 240
Timp de cultivare, (ore)

ERO13 EPO1 mRO3 WRO15 BY10 mY22 mLPPASTto AMLCTLTo 4b mLPTQ To 1A MLN2 W1 IIYL4 m 16B = 27D

Figura 5.5 Cresterea drojdiilor Yarrowia lipolytica si hidroliza grasimii din pulpa
fructelor de palmier la cultivarea in sistem SSF, la temperatura de 25°C si
activitatea apei 0,96

Cand substratul a fost grasimea extrasa din samburii de palmier, comportamentul
tulpinilor de drojdie este similar, cu o evidenta reducere a activitatii fiziologice
datorita continutul moderat de sare In mediu (6% NaCl) si un continut de apa libera

in mediu de 0,96 (figura 5.6). Si in acest caz s-a evidentiat tulpina Yarrowia lipolytica
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

RO13 cu potential superior de metabolizare a grasimii din simburi de palmier, dupa

48 de ore de cultivare.
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®RO13 WPO1 ®RO3 WRO15 MY10 ®Y22 WLPPAST to A MLCTLTo 4b " LPTQ To 1A WLN2 ® 1 1 YL4 = 16B = 27D

216 240

24 48 72

Figura 5.6 Hidroliza grasimii din sdmburii fructelor de palmier cu tulpini de Yarrowia
lipolytica (temperatura 25°C, activitatea apei 0,96)

Din figura 5.7 se observa ca odata cu scaderea activitatii apei pana la valoarea de 0,93,
respectiv cresterea continutului de sare (10,1% NaCl) In mediu, s-a diminuat viteza
de dezvoltare a coloniilor de drojdie Yarrowia lipolytica pe mediul imbogatit in
grasime extrasa din pulpa fructelor de palmier. Astfel, au fost evidentiate Intarzieri
semnificative (de 72 de ore) ale metabolizarii lipidelor si aparitiei zonelor de
hidroliza a substratului. Aceste zone au fost vizibile abia dupa 72 de ore de cultivare.

In intervalul de timp 72 - 240 ore, s-a constatat ci tulpina de drojdie RO13 a fost cea
mai activa din punct de vedere al activitatii lipolitice fata de grasimea din pulpa
fructelor de palmier, relevand zone de hidroliza cu diametrul cuprins intre 30 -
50 mm, in intervalul de timp 144 - 240 de ore de cultivare, urmata de tulpinile
codificate RO3 si Y22 care au generat zone de hidroliza cu diametre cuprinse intre

30 - 45 mm, in perioade similare de cultivare.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale
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o
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Timp de cultivare, (ore)

ERO13 mPO1 mRO3 WRO15 BY10 mY22 mLPPASTto AMLCTLTo4b WLPTQ To 1A MLN2 m 111 YL4 m16B =27D

Figura 5.7 Variabilitatea potentialului de dezvoltare si producerea de lipaze
extracelulare pentru hidroliza grasimii din pulpa de palmier la cultivarea
in sistem SSF a drojdiilor Yarrowia lipolytica (temperatura de 25°C, aw
0,93)

In conditii similare, pentru grisimea extrasi din samburii de palmier, gradul de
transformare este evident incetinit la cel mai redus nivel al activitatii apei testat
(0,93), cele mai active tulpini s-au dovedit tulpinile cu cod PO1 si RO13, care au indus
hidroliza grasimii din simburi de palmier pe o suprafata cu diametru de 40 mm, dupa

144 de ore de cultivare 1n sistem SSF, la temperatura de 25°C si aw 0,93 (figura 5.8).
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0 T T T
24 48 72 144 168 192 216 240

Timp de cultivare, (ore)
B RO13 MPO1 MRO3 MRO15 MY10 MY22 MLPPAST to A MLCTLTo 4b mLPTQ To 1A MLN2 m 1 I YL4 W 16B m 27D

Diametrul zonei de hidroliza, (mm)

Figura 5.8 Hidroliza in situ a grasimii din simburii fructelor de palmier cu lipazele
extracelulare sintetizate de drojdiile Yarrowia lipolytica (temperatura
25°C, activitatea apei 0,93)
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

5.3.1.2 Comportamentul drojdiilor Yarrowia lipolytica la cultivarea in sistem
SSF, pe mediu imbogatit in grasime din pulpa fructelor si din simburii
de palmier, la temperatura de 4°C si diferite valori ale activitatii apei

Studiul comportamentului drojdiilor la temperaturi scazute prezinta importanta
practica din perspectiva optimizarii conditiilor de conservare. Studiile conduse la

temperatura de 4°C au fost derulate in conditii similare cu cele realizate la

temperatura de 25°C.
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Timp de cultivare, (ore)
mRO12 mPO1 mRO3 WRO15 mY10 Y22 mLPPASTto AmLCTLTo4b mLPTQTo 1A mIN2 m 111 YL4 = 16B = 27D

Figura 5.9 Capacitatea drojdiilor Yarrowia lipolytica de a metaboliza grasimea
extrasa din pulpa fructelor de palmier, prin cultivare in sistem SSF, la
temperatura de 4°C si activitatea apei 0,98

Scaderea temperaturii pana la 4°C, corelata cu continutul de sare In mediu de 3 % (aw
0,98), a determinat o intarziere de peste 100 de ore a procesului de hidroliza in situ a
grasimii din pulpa fructelor de palmier. Si la temperatura de 4°C, tulpina cu cea mai
intensa activitate lipolitica s-a dovedit tulpina Yarrowia lipolytica RO13, care prezinta
cea mai mare specificitate fata de grasimea din pulpa fructelor de palmier.

In conditii similare, s-a urmarit si hidroliza grasimii extrasa din simburii fructelor de
palmier. Din datele prezentate in figura 5.10 se observa o lunga perioada de latent3,
de circa 144 de ore, in transformarea grasimii din samburii de palmier, prin pastrare
la temperatura de 4°C. Acest comportament ofera premise in conservarea
alimentelor, in care se intentioneaza utilizarea efectului bioconservant al acizilor

grasi eliberati din lipide pentru a prelungi conservabilitatea produselor alimentare.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

80 7

50 A
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Diametrul zonei de hidroliza, (mm)

24 48 72 144 168 192 216 240
Timp de cultivare, (ore)

ERO13 HPO1 MRO3 MRO15 MY10 mY22 MLPPASTtoA BLCTLTo4b WLPTQTo 1A MLN2 m111YL4 = 16B = 27D

Figura 5.10 Biotransformare in situ a grasimii obtinuta din sdmburii fructelor de
palmier cu tulpini de Yarrowia lipolytica, 1a temperatura de 4°C si
activitatea apei 0,98

In intervalul 168 - 240 de ore, cele mai eficiente tulpini de drojdie au fost LP TQ to 1a,
LC TL to 4b, si 1IIYL4. Acestea din urma au pus in libertate lipaze cu specificitate
mare fata de substratul utilizat; astfel Incat, chiar si in conditii critice de temperatura
(4°C) si activitatea apei (aw 0,98), aceste lipaze au prezentat o activitate lipolitica
suficient de mare luand in considerare valorile parametrilor la care s-a desfasurat

hidroliza enzimatica a grasimii din simburii fructelor de palmier.
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24 48 72 144 168 192 21
Timp de cultivare, (ore)
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ERO13 mPO1 mR0O3 MRO15 mY10 mY22 mLPPAST to A MLCTLTo 4b WLPTQ To 1A MLN2 m 1 IIYL4 m16B = 27D

Figura 5.11 Bioconversia in situ a grasimii din pulpa de palmier la temperatura de
4°C si activitatea apei aw 0,96

In figura 5.11 se observa ca o data cu cresterea continutului de sare in mediu (aw

0,96), si scaderea temperaturii la 4°C, capacitatea drojdiilor de a hidroliza grasimea
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

extrasa din pulpa fructului de palmier scade semnificativ, fiind necesar un timp de
contact indelungat al drojdiei cu substratul pentru a realiza transformarea acestuia.

In ceea ce priveste biotransformarea grasimii din simburii fructelor de palmier, in
conditii similare de cultivare, din figura 5.12, se poate remarca faptul c3, abia dupa
168 de ore de cultivare, au fost vizibile primele zone de hidroliza, in cazul tulpinilor

RO3 si RO15, cu diametre de 5,5 mm si respectiv 2,5 mm (figura 5.12).
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24 48 72 144 168

Diametrul zoneide hidroliza, (mm)

Timp de cultivare, (ore)
ERO13mPO1 mRO3 mRO15mY10mY22 mIPPASTtoAmLCTLTo4bm PTQTo 1A mLN2 m 111 YL4 m 16B = 27D

Figura 5.12 Dinamica hidrolizei in sistem SSF a grasimii din samburii fructelor de
palmier la temperatura de 4°C, activitatea apei 0,96

La valoarea activitatii apei de 0,93 si temperatura de 4°C, nici o tulpina de drojdie
Yarrowia lipolytica, dintre cele testate, nu a fost capabild sa creasca si sa produca

lipaze extracelulare, pe nici un tip de grasime din palmier.

5.3.2 Hidroliza enzimatica in situ a grasimii de cocos

5.3.2.1 Efectul corelat al temperaturii si al activitatii apei asupra capacitatii
drojdiilor Yarrowia lipolytica de a transforma grasimea de cocos
Hidroliza enzimatica a grasimii de cocos s-a realizat in aceleasi conditii de cultivare
pe mediu solid imbogatit cu 3% grasime de cocos, in stare bruta, la temperatura de
25°C si valori ale activitatii apei de 0,98, 0,96 si 0,93 si a fost urmarita in intervalul 0 -

240 de ore de cultivare (figura 5.17 a, b, c).

Drd. ing. Georgiana Parfene 14



Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale
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C.
Figura 5.17 Hidroliza in situ a grasimii de cocos cu tulpini de Yarrowia lipolytica, 1a

temperatura de 25°C si diferite valori ale activitatii apei a)0,98; b) 0,96; c) 0,93

Si 1n acest caz tulpina de drojdie Yarrowia lipolytica RO13 s-a dovedit cea mai activa
dintre cele treisprezece tulpini studiate. Activitatea lipolitica se diminueaza pe
masura reducerii activitatii apei, corelat si cu cresterea concentratiei de apa libera in

mediu.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale
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b.
Figura 5.18 Hidroliza in situ a grasimii de cocos cu tulpini de Yarrowia lipolytica, la

temperatura de 4°C si diferite valori ale activitatii apei a)0,98; b) 0,96

In cazul cultivarii drojdiilor la temperatura de 4°C, activitatea lipoliticd a drojdiilor
s-a diminuat considerabil, astfel incat primele zone de hidroliza au fost evidente dupa
168 de ore de cultivare, cea mai activa fiind in acest caz tulpina Yarrowia lipolytica
111YL4, insa diametrul zonei de hidroliza a fost doar de 3 mm, la cea mai mare valoare
a activitatii apei (0,98)(figura 5,18 a, b).

La valoarea aw de 0,96 tulpina Yarrowia lipolytica LP TQ to 1a s-a adaptat cel mai
bine, iar dupa 192 si respectiv 240 de ore de cultivare a produs zone de hidroliza cu
diametre de 5 mm si respectiv 15 mm.

Toate celelalte tulpini s-au adaptat greu in conditii restrictive de cultivare. La
valoarea activitatii apei de 0,93 si temperatura de 4°C, nici una dintre tulpinile de

drojdie nu s-a dezvoltat.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

Figura 5.20 Hidroliza enzimatica in faza solida a grasimii de cocos, la temperatura
25°C si activitatea apei 0,98, dupa 24 - 144 de ore de cultivare a drojdiilor
in sistem SSF (a); colonie Yarrowia lipoltica dezvoltata dupa 144 de ore (b)

5.3.3 Hidroliza enzimatica in situ a grasimii de shea

5.3.3.1 Efectul corelat al temperaturii si al activitatii apei asupra capacitatii

drojdiilor Yarrowia lipolytica de a transforma grasimea de shea

S-a studiat comportamentul drojdiilor prin cultivare pe grasime de shea, la
temperatura de 25°C si activitatea apei 0,98, 0,96 si 0,93, timp de 240 ore. Din figura
5.22 a, b si c, se observa ca drojdiile prezinta specificitate pentru grasimea de shea in
stare bruta, hidroliza fiind vizibila inca din primele 24 de ore de cultivare. Si in acest
caz, tulpina Yarrowia lipolytica RO13 a fost cea mai eficienta tulpina producatoare de
lipaze.

Acest potential al tulpinii Yarrowia lipolytica RO13 este usor diminuat daca se
compard cu capacitatea lipolitica a acestei tulpini de a transforma grasimea de
palmier si de cocos. Alte tulpini de drojdii cu specificitate pentru grasimea de shea s-
au dovedit a fi tulpinile RO3, RO15, PO1, Y22 si 16B, care au produs zone de hidroliza
cu diametre de 30-50 mm.

Odata cu cresterea contintului de sare in mediu (aw 0,96), randamentul de hidroliza
s-a diminuat, Tnsa comparativ cu celelalte grasimi studiate anterior, pe grasimea de
shea drojdiile s-au dezvoltat relativ bine si au hidrolizat grasimea si in mediu cu 6%

Na(l, la activitaea apei 0,96.
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale
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Figura 5.22 Comportamentul hidrolitic asupra susbtratului grasime de shea al
drojdiilor Yarrowia lipolytica, prin cultivare in sistem SSF, la
temperatura de 25°C si, activitatea apei 0,98 (a); 0,96 (b) si 0,93 (c)
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

La activitatea apei 0,93, dupa 72 de ore de cultivare, 7 dintre cele 13 tulpini de drojdie
testate au produs lipaze extracelulare iar dintre acestea tulpina Yarrowia lipolytica
RO13 a avut cele mai bune performante, producand zona de hidroliza cu diametru de
45 mm.

La temperatura de 4°C si activitatea apei de 0,98, abia dupa 168 de ore de cultivare,
au fost vizibile primele zone de hidroliza, tulpinile active fiind: RO13, PO1, RO3, RO15,
Y10,Y22, LC TL to 4b, LP TQ to 1a, LN2, 111YL4 si 27 D (figura 5.24 a).

La temperatura 4°C si activitatea apei de 0,96, primele zone de hidroliza au fost
vizibile dupa 168 de ore de cultivare, cele mai active tulpini fiind RO3, RO13 si RO15.

La activitatea apei de 0,93 nici una dintre tulpinile testate nu a metabolizat grasimea

de shea.
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Figura 5.23 Hidroliza in situ a grasimii de shea cu ajutorul lipazelor produse de
tulpini de Yarrowia lipolytica, la temperatura de 4°C, activitatea apei 0,98
(a) 510,96 (b)
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

5.3.4 Stabilirea conditiilor optime de hidroliza enzimatica in situ a grasimilor
tropicale cu drojdii Yarrowia lipolytica prin analiza componentelor
principale

Analiza componentelor principale (PCA) s-a aplicat pentru studiul pe principii

statistice a corelatiilor dintre variabilele independente: conditiile de hidroliza, tulpini
de drojdie si variabile dependente (raspuns): gradul de hidroliza, viteza de hidroliza,
in vederea optimizarii conditiilor de hidroliza.

In analiza PCA a fost prelucrat un set de date care a cuprins 2498 de probe,
caracterizate prin:

tulpina de drojdie: 1- Y10; 2- Y22; 3- LP PAST to a; 4- PO1; 5- RO13; 6 - RO15;
7 - RO3; 8-LC TL To 4b; 9-LP TQ To 1a; 10-LN2; 11-1 11 YL4; 12-16B; 13-27D;

e tipul de grasime: 1- grasimea din pulpa fructelor de palmier, 2- grasimea din
samburii fructelor de palmier, 3- grasimea de cocos, 4 - grasimea de shea;

e temperatura de cultivare: 4°C si 25°C;

e Qactivitatea apei: 0,98; 0,96; 0,93;

e timpul de cultivare: 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 196, 240 de ore.
Raspunsul, randamentul de hidroliza, s-a determinat indirect pe baza parametrilor:
diametrul coloniei (dc), diametrul zonei de hidroliza din jurul coloniei, (dH), diferenta
acestora (dif). Fiecare componenta principala reprezinta o corelatie a variabilelor
analizate : timpul, activitatea apei, temperatura, diametrul coloniei (dc), diametrul
zonei de hiroliza (dH) si diferenta dintre cele doua diametre (dif), in care distributia
datelor se realizeaza in functie de urmatorii parametri: tulpinile de drojdie (PC 1 si PC
2), tipul de grasime (PC 3), temperatura si activitatea apei (PC 4), si timpul de
cultivare (PC 5). Pentru primele doua componente principale, probele au fost grupate
in functie de tulpina de drojdie folosita (Rangel: Y10; Range 2: Y22; Range 3: LP PAST
to a; Range 4: PO1; Range 5: RO13; Range 6: RO15; Range 7: RO3; Range 8: Range LC
TL To 4b; Range 9: LP TQ To 1a; Range 10: LN2; Range 11: 1 Il YL4; Range 12: 16B;
Range 13: 27D).
Din figura 5.29 a si b se observa ca PC1 (care explica 43 % din variatia datelor) este
influentata de timpul de cultivare, temperatura, activitatea apei, dar si diametrul

coloniei (dc), diametrul zonei de hidroliza (dH) si diferenta acestora (dif).
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Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

De asemenea, se observa ca diametrele coloniei, zonei de hidroliza si diferenta
acestora sunt foarte bine corelate intre ele, astfel incit o data cu modificare unui

astfel de parametru se induce modificarea celorlalti parametri.
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Figura 5.29 Graficul probelor (a) si a variabilelor (b) pentru primele 2 componente

principale (PC1 si PC2) si gruparea probelor in functie de tulpina de
drojdie

A doua componenta principala (PC 2), care explica 13 % din variatia datelor este data
de tipul de grasime folosit (Rangel- grasimea din pulpa fructelor de palmier, Range
2- grasimea din sdmburii fructelor de palmier, Range 3- grasimea de cocos, Range 4 -
grasimea de shea).

Din figura 5.32, se poate observa ca PC 4 (care explica 13 % din variatia datelor) este

dat de variatia activitatii apei (aw)(figura 5.32 b) si de temperatura de cultivare
(figura 5.32 a).
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Figura 5.32 Graficele probelor si variabilelor pentru componentele principale (PC 1
si PC 4) cu distributia probelor in functie de: a.- activitatea apei (aw 0,93 -
albastru, aw 0,96 - rosu, aw 0,98 - verde); b.- temperatura (albastru - 4°C
si rosu - 25°C), c. - graficul variabilelor
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5.4 Concluzii partiale

1.

S-a testat capacitatea a treisprezece tulpini de drojdii Yarrowia lipolytica,
provenind din diferite surse si pastrate in Colectia Universitatii din Bologna,
Italia, de a produce hidroliza in stare solida a trei grasimi tropicale in stare bruta
(palmier, cocos si shea), in diferite conditii fizico-chimice de cultivare.

Toate tulpinile de Yarrowia lipolytica studiate au prezentat capacitatea de a
produce hidroliza grasimilor testate la temperaturi de 25°C si 4°C si valori ale
activitatii apei 0,98, 0,96 si 0,93, in timp de 240 de ore.

Comportamentul lipolitic al drojdiilor este diferentiat in functie de tulping,
potentialul enzimatic, specificitatea pentru substrat si conditiile fizico-chimice de
cultivare.

Hidroliza grasimilor din palmier, cocos si shea, condusa in situ se desfasoara
optim la temperatura de 25°C si aw 0,98, viteza de hidroliza fiind incetinita prin
reducerea temperaturii si a activitatii apei, corelat cu cresterea concentratiei de
sare In mediu.

Tulpina Yarrowia lipolytica RO13 s-a evidentiat prin superioritatea potentialului
de a produce lipaze extracelulare capabile sa produca hidroliza in faza solida, cu
randamente sporite, a celor trei grasimi studiate (palmier, cocos si shea), chiar si
in conditii restrictive de mediu (temperatura de 4°C si aw 0,96 si 0,93).

Valoarea stiintifica si aplicativa a studiilor realizate deriva din datele obtinute cu
importanta pentru identificarea agentilor si a conditiilor biotehnologice pentru
hidroliza grasimilor, in conditii simple si eficiente din punct de vedere economic,
in vederea obtinerii de acizi grasi cu rol de bioconservati.

Grasimile de palmier, cocos si shea pot fi hidrolizate prin activitatea metabolica a
drojdiilor Yarrowia lipolytica, prin cultivare in sistem stationar pe mediu solid
imbogatit In grasimi.

Studiile prezinta importanta fundamentala si aplicativa fiind originale deoarece
sunt in premiera conduse in aceasta maniera, cu impact deosebit in stabilirea a
noi procedee simple si moderne de asigurare a conservabilitatii alimentelor si a

sigurantei alimentare.

Drd. ing. Georgiana Parfene 23



Obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului antimicrobian al unor compusi
bioconservanti obtinuti prin biotransformarea unor lipide din surse vegetale

6. Caracterizarea hidrolizatelor grasimilor tropicale, identificarea si

cuantificarea acizilor grasi cu potential antimicrobian

In prezentul studiu s-a urmdirit caracterizarea compozitiei chimice a hidrolizatelor
enzimatice din grasimi tropicale (palmier, cocos si shea), obtinute prin hidroliza
enzimatica in faza solida cu tulpina selectionata Yarrowia lipolytica RO13, in vederea
evidentierii prezentei acizilor grasi cu potential antimicrobian si a cuantificarii
concentratiei eliberate prin hidroliza enzimatica, in conditii simple si eficiente de

procesare (temperatura de 25°C, aw 0,98).
6.2 Materiale si metode

6.2.1 Reactivi, materiale si echipamente

» Grasimi tropicale in stare bruta
Grasimea din palmier (din pulpa si samburii fructelor de palmier), grasime de shea si
grasime de cocos, obtinute prin metode traditionale de extractie, achizitionate din

Cameroun, Africa.

= Reactivi
Solventi pentru extractia acizilor grasi (AGL): Na2S04, H2SO4, eter etilic si heptan
(Sigma-Aldrich, Germania). Diazometan si hidroxid de potasiu (solutie In metanol)
pentru derivatizarea acizilor grasi si obtinerea esterilor metilici. Pentru extractia
esterilor metilici ai acizilor grasi s-au utilizat coloane NH2 (Merck), acid formic si eter

etilic (Sigma -Aldrich, Germania).

= Tulpina de drojdie Yarrowia lipolytica RO13
Cultivarea tulpinii de Yarrowia lipolytica RO13 s-a realizat conform protocolului de

lucru descris in subcapitolul 5.2.2.

6.2.2 Metode de investigare, analiza si interpretare a datelor experimentale

6.2.2.1 Hidroliza in faza solida a grasimilor de palmier, cocos si shea cu drojdia
Yarrowia lipolytica

Hidroliza grasimilor a fost realizata in situ, prin cultivarea drojdiei selectionate

Yarrowia lipolytica RO13 pe mediu solid (Sabouraud agar), steril, in care s-a inglobat

grasimea testata (3%) si s-a repatizat in placi Petri sterile.
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Procedeul de lucru a fost adaptat dupa metode similare descrise in literatura de
specialitate (Frank & Bullerman, 1993). Intrucat s-au utilizat grasimile in stare brut,
pentru a limita contaminarea, in mediul de culturd s-au addaugat 200 ppm de
cloramfenicol. Pentru a asigura nivelul optim de activitate al apei in mediu (aw 0,98)
s-au adaugat 3 g L1 NaCl. La suprafata mediului s-a etalat prin raspandire uniforma
cate 1 mL de inocul de drojdie cu o concentratie 10¢ ufc mL-1. Hidroliza enzimatica a
grasimilor s-a realizat in situ la interfata dintre faza apoasa reprezentata de suspensia
de celule de drojdie (inocul), care produc lipaza extracelulara si faza grasa
(substratul) etalata la suprafata mediului de cultura (figura 6.1). Probele au fost
mentinute la temperatura de 25°C, timp de 7zile. La intervale de 3 zile si 7 zile au fost
prelevate probe pentru analiza chimica a continutului si tipului de acizi grasi eliberati
prin hidroliza. Pentru comparatie, s-au folosit probe martor obtinute in conditii
similare, care nu au fost inoculate cu celulele de drojdie. Pana in momentul analizelor,

probele au fost pastrate in recipiente sterile la temperatura de -18°C.

6.2.2.2 Extractia acizilor grasi

Pentru a evidentia profilul total al acizilor grasi, fiecare grasime a fost hidrolizata
chimic (in prezenta KOH 2N metanolic si 1mL hexan) (Graff, 1990). Astfel, s-au
urmadrit proportionalitatea acizilor grasi eliberati prin hidroliza chimica (in scop
analitic), comparativ cu proportionalitatea acizilor grasi eliberati in urma hidrolizei
enzimatice a grasimilor tropicale. Prin acizi grasi liberi (AGL) s-au considerat in acest
studiu acizii grasi prezenti initial in substrat si acizii grasi eliberati in urma hidrolizei
enzimatice a grasimilor testate. In urma hidrolizei grasimilor testate s-au obtinut
hidrolizate continand un amestec complex de acizi grasi saturati si nesaturati. Pentru
extractia acizilor grasi s-a utilizat o metoda de extractie adaptata dupa Hiroyuki
(1992). Identificarea si cuantificarea acizilor grasi s-a realizat prin gaz-cromatografie.
Continutul in acizi grasi extrasi a fost raportat la continutul total de acizi grasi din

fiecare amestec, exprimat in procente.

6.2.2.3 Derivatizarea acizilor grasi
Pentru analiza gaz-cromatografica, acizii grasi au fost metilati in vederea obtinerii
esterilor metilici ai acestora. Obtinerea esterilor metilici ai acizilor grasi s-a realizat

prin derivatizare In prezenta diazometanului (Hartman, 1973). Fiecare proba
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pastrata In hexan a fost prelucrata in curent de azot In scopul eliminarii solventului.
Dupa uscarea probelor s-au adaugat 4-5 picaturi de diazometan, in prezenta caruia
s-au observat aparitia bulelor de gaz. Acest aspect a condus la confirmarea reactiei de
metilare incomplete a acizilor grasi (Boer, 1963). Derivatizarea a continuat pana in
momentul in care nu s-a mai observat efervescenta amestecului, semn care a

confirmat faptul ca reactia de metilare a fost finalizata (Dalgliesh, 1966).

6.2.4 Identificarea si cuantificarea acizilor grasi prin gaz - cromatografie
cuplata cu spectrometrie de masa

Separarea si identificarea esterilor metilici ai acizilor grasi s-a realizat prin utilizarea
gaz-cromatografului Agilent Technologies 6890N cuplat cu spectrometru de masa HP
5973 (Palo Alto, CA, US). Initial, temperatura a fost mentinuta la 120 °C, timp de
5 minute, dupa care aceasta a atins valoarea de 215°C, cu o viteza de crestere de 3°C
min-l, apoi aceasta a crescut de la 215°C la 225°C, cu o viteza de 0,5°C minut!
(Kouhei, 2008). Temperatura injectorului si a detectorului a fost mentinuta la 250°C.
Faza mobila a fost reprezentata de heliu, care a circulat cu viteza de 1mL min-1, avand
un coeficient de separare de 1:10. Cate 1 mL din fiecare proba de analizat a fost
transferat intr-un tub Eppendorf peste care s-a adaugat o concentratie de 50 ppm de
standard intern (C11:0) Met 99% (Meier & Joensen, 2006). Probele de analizat au fost
injectate cu ajutorul unei microseringi, iar volumul de injectare a fost 1pL. Acizii grasi
au fost identificati prin compararea timpului de retentie al acestora cu cel al
standardului C11:0 Met 99% (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) (Shantha & Napolitano,
1992). Continutul acizilor grasi a fost exprimat in procente. Concentratia procentuala
a fiecarui acid gras s-a calculat prin raportul dintre aria fiecarui pic si suma tuturor

ariilor picurilor corespunzatoare acizilor grasi din amestecul analizat.

6.2.5. Metode de analiza statistica si interpretare a datelor experimentale

Experimentele au fost efectuate in triplicat, iar datele prezentate reprezinta medie a
celor trei determindri. Datele au analizate statistic prin analiza de varianta (ANOVA),
testul Duncan folosind programul de calcul SPSS (versiunea 10). Diferentele cu

p <0,05 au fost considerate semnificative.
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6.3 Rezultate si discutii

6.3.1 Studiul variabilitatii continutului in acizi grasi in grasimi si hidrolizate din
grasimi tropicale (palmier, cocos si shea)

6.3.1.1 Evaluarea continutului de acizi grasi din grasimea si hidrolizatul
grasimii de palmier

Din grasimea extrasa din pulpa fructelor de palmier In stare brutd, s-au extras
23,50 % acizi grasi liberi (AGL). Dupa 3 zile de hidroliza enzimatica, in hidrolizatul
grasimii de palmier s-a eliberat un continut cu 21,32% mai mare, comparativ cu
grasimea bruta, iar dupa 7 zile, concentratia de acizi grasi liberi a crescut semnificativ
pana la 68,55 %. Rezultatele demonstreaza ca hidroliza enzimatica a grasimii de
palmier avanseaza proportional cu timpul de hidroliza, incat un interval de 7 zile
poate asigura obtinerea unui randament superior de acizi grasi si este o perioada
echilibrata din punctul de vedere al eficientei economice a procesului.

Din grasimea samburilor fructelor de palmier in stare brut3, s-a extras un continut de
4,21 % acizi grasi liberi, restul de 95,79 % au reprezentat acizii grasi esterificati

(AGE) legati de componentele lipidice ale grasimii (figura 6.3).
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Figura 6.2 Continutul de acizi grasi liberi (AGL) si esterificati (AGE) 1n grasimea din
pulpa fructelor de palmier in stare bruta (TO) si in hidrolizatele
enzimatice, dupa 3 zile (T3) si 7 zile (T7) de actiune a drojdiei Yarrowia
lipolytica (hidroliza in situ, temperatura de 25°C, aw 0,98)
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Figura 6.3 Continutul de acizi grasi liberi (AGL) si esterificati (AGE) in grasimea din
samburii fructelor de palmier in stare bruta (TO) si in hidrolizatele
enzimatice, dupa 3 zile (T3) si 7 zile (T7) de actiune a drojdiei Yarrowia
lipolytica (hidroliza in situ, temperatura de 25°C, aw 0,98)

6.3.1.2 Evaluarea continutului in acizi grasi din grasimea si a hidrolizatului
grasimii de cocos

In ceea ce priveste continutul de acizi grasi din grisimea de cocos brutd (T0), s-a
evidentiat un procent de 0,74% acizi grasi liberi, iar restul de 99,26 % au reprezentat

acizii grasi esterificati (AGE) din contintul mono-, di-, si trigliceridelor.
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Figura 6.4 Continutul de acizi grasi liberi (AGL) si esterificati (AGE) in grasimea de
cocos in stare bruta (T0) si In hidrolizatele enzimatice, dupa 3 zile (T3) si 7
zile (T7) de actiune a drojdiei Yarrowia lipolytica (hidroliza in situ,
temperatura de 25°C, aw 0,98)

Dupa hidroliza enzimatica a grasimii de cocos, timp de 3 zile (T3), s-a observat o
crestere semnificativa a continutului de acizi grasi liberi, respectiv cu 31,71 %,

comparativ cu grasimea in stare bruta.
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Dupa 7 zile, continutul de acizi grasi eliberati In hidrolizat a crescut cu 50 %,
comparativ cu hidrolizatul obtinut dupa 3 zile, si cu 80%, comparativ cu grasimea in

stare bruta (figura 6.4).
6.3.1.3 Evaluarea continutului de acizi grasi din grasimea si hidrolizatul
grasimii de shea

Grasimea de shea furnizeaza un continut sporit de acizi grasi liberi prin hidroliza
enzimatica. Pornind de la un continut de 14,94 % acizi grasi liberi, In grasimea bruta,
dupa 3 zile de hidroliza, continutul de acizi grasi liberi a crescut cu 24,16 %, iar dupa

7 zile a crescut cu 43,10% (figura 6.5).
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Figura 6.5 Continutul de acizi grasi liberi (AGL) si esterificati (AGE) in grasimea de
shea 1n stare bruta (TO0) si in hidrolizatele enzimatice, dupa 3 zile (T3) si 7
zile (T7) de actiune a drojdiei Yarrowia lipolytica (hidroliza in situ,
temperatura de 25°C, aw 0,98)

Pe baza rezultatelor obtinute, se considera ca un timp de hidroliza enzimatica in situ
de 7 zile constituie o varianta convenabila pentru eliberarea cu randamente sporite a

acizilor grasi din grasimile tropicale.

6.3.2 Cuantificarea si identificarea acizilor grasi cu potential antimicrobian din
grasimi si hidrolizate de grasimi tropicale

In ceea ce priveste grisimea de palmier, rezultatele acestui studiu au permis

identificarea continutului de acizi grasi din uleiurile de palmier, care au prezentat

variabilitate atat din punct de vedere calitativ cat si din punct de vedere cantitativ.

Pentru evaluarea continutului de acizi grasi eliberati In urma hidrolizei enzimatice a

fost necesara identificarea continutului acizilor grasi obtinut prin hidroliza chimica.
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Studiul comparativ dintre continutul acizilor grasi eliberati prin hidroliza enzimatica
si cel al acizilor grasi hidrolizati chimic, poate demonstra ca hidroliza enzimatica
reprezintd o metoda alternativa eficienta care vizeaza eliberarea cu randamente

superioare, a acizilor grasi cu potential antimicrobian.

6.3.2.1. Acizii grasi cu potential antimicrobian in grasimea si hidrolizatul
enzimatic din grasimea de palmier

Caracterizarea compozitiei in acizi grasi din grasimea extrasa din pulpa fructelor de
palmier si respectiv hidrolizatul enzimatic derivat din aceast substrat a relevat
existenta in compozitia grasimii nehidrolizate a unui continut ridicat de acizi grasi
saturati, precum: 39,26% acid palmitic (C16:0), 6,70% acid stearic (C18:0) si acizi
grasi nesaturati, precum: 6,23% acid linoleic (C18:2), 43,47% acid oleic (C18:1)
(figura 6.6). Alti acizi grasi cu catena medie, precum acidul lauric (C12:0), cunoscuti

pentru potentialul antimicrobian, au fost evidentiati in cantitati foarte reduse (figura

6.6).
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Figura 6.6 Compozitia In acizi grasi in grasimea extrasa din pulpa fructelor de
palmier si In hidrolizatele enzimatice in situ cu Yarrowia lipolytica, dupa 3
zile (T3) si 7 zile (T7) (temperatura de 25°C, aw 0,98)

Dupa 7 zile, din grasimea din pulpa fructelor de palmier s-au eliberat prin hidroliza
enzimatica cantitati importante de acizi grasi, precum: acidul palmitic (31,27%),
acidul oleic (35,66%), acidul linoleic (5,35%), si acidul stearic (6,53%).

Aceste date certifica utilizarea uleiului de palmier ca sursa importanta de acizi grasi

cu activitate antimicrobiand, precum potentialul tulpinii selectionate Yarrowia
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lipolytica RO13 de a produce hidroliza avansata a acestui substrat, In conditii
controlate de cultivare in sistem SSF.

Prin analiza comparativa a profilului de acizi grasi eliberati In urma hidrolizei chimice
si respectiv enzimatice, s-a observat ca in hidrolizatul enzimatic se elibereaza
proportii ridicate de acizi grasi cu catena medie comparativ cu tratamentul chimic
(figura 6.7). De exemplu, In hidrolizatul chimic sunt eliberate proportii reduse de acid
lauric (1%) si acid miristic (1%) si proportii ridicate de acid palmitic (72%), linoleic
(12%) si oleic (11%). In hidrolizatul enzimatic se observi o crestere semnificativd a
acizilor grasi, importanti pentru rolul lor antimicrobian, precum: acidul lauric (16%),
acidul miristic (6%). Se observa ca in urma hidrolizei enzimatice gradul de eliberare
al acizilor grasi cu catena medie este mai ridicat fata de cel din cadrul hidrolizei

chimice (figura 6.7).

C16:0
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Figura 6.7 Profilul acizilor grasi din compozitia grasimii din pulpa fructelor de
palmier, obtinut in urma: a- hidrolizei chimice, b- hidrolizei enzimatice

Rezultatele obtinute sunt in acord cu studiile realizate de Kohlwein & Paltauf, 1983,
prin care s-a demonstrat ca lipazele din Yarrowia lipolytica prezinta o specificitate
ridicata pentru lipidele ce contin acizii grasi cu 12, 14, 16 si 18 atomi de carbon, fie
saturati, fie nesaturati, contribuind substantial la eliberarea acestora. Totodata, s-a
demonstrat ca activitatea lipolitica a acestei enzime este specifica pentru gruparile
esterice din pozitiile 1 si 3 ale acilglicerolilor (Kohlwein & Paltauf, 1983).

Daca in grasimea extrasa din pulpa fructelor de palmier s-au evidentiat acizi grasi
saturati cu catena lunga, si respectiv cei nesaturati, in grasimea extrasa din simburii

fructelor de palmier au fost evidentiati acizi grasi saturati cu catena medie. Astfel, in
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grasimea samburilor de palmier au fost identificati acizii grasi saturati cu catena
medie, precum: acidul lauric (20%), acidul miristic (25%), acidul capric (4,6%) si
acidul caprilic (6,6%) (figura 6.8).

Datorita specificitatii lipolitice ridicate a drojdiei pentru grasimea din samburii de
palmier, dupa sapte zile de hidroliza, in hidrolizat s-au identificat preponderent acid
lauric (44,4%) si acidul miristic (38,3%), ambii fiind cunoscuti ca exercitand
activitate antimicrobiana. Aceste date sunt in concordanta cu literatura de

specialitate (Siew, 2000, Mbandi et al,, 2004).
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Figura 6.8 Compozitia In acizi grasi totali in grasimea extrasa din samburii fructelor
de palmier si in hidrolizatele enzimatice in situ cu Yarrowia lipolytica
RO13, dupa 3 zile (T3) si 7 zile (T7) (temperatura de 25°C, aw 0,98)

Prin studiul comparativ al continutului acizilor grasi din hidrolizatul chimic si
enzimatic al grasimii din samburii fructelor de palmier, s-au evidentiat urmatoarele
aspecte: in hidrolizatul chimic s-au identificat concentratii ridicate de acid lauric
(38%), acid miristic (16%), acidul palmitic (12%) si acidul oleic (13%), pe cand in
hidrolizatul enzimatic este evidenta eliberarea acidului lauric (C12:0) si respectiv
acid miristic (C14:0) care ating concentratii de 44% si respectiv 38%.

Din punct de vedere al gradului de eliberare a acizilor grasi prin cele doua tipuri de
tratamente de hidroliza, se observa ca hidroliza enzimatica prezinta un grad
comparabil de eficienta cu hidroliza chimica, in ceea ce priveste randamentul de
hidroliza, Insa se diferentiaza substantial prin spectrul acizilor grasi eliberati,
accentuand insa eliberarea acizilor grasi saturati cu catena medie, precum: acidul

lauric (C12:0), acidul miristic (C14:0), acidul palmitic (C16:0).
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Figura 6.9 Profilul acizilor grasi din compozitia grasimii din sdimburii fructelor de
palmier, eliberati prin : a- hidroliza chimica; b- hidroliza enzimatica

Aceste rezultate au fost demonstrate si prin studiile intreprinse de Kohlwein si
Paltauf (1983), care au demonstrat demonstreaza capacitatea lipazei din Yarrowia
lipolytica, de a elibera acizii grasi, precum: acidul lauric (C12:0) si acidul miristic

(C14:0), legati In pozitiile 1 si 3 al acilglicerolilor.

6.3.2.2 Acizii grasi cu potential antimicrobian in grasimea si hidrolizatul
enzimatic din grasimea de cocos

In grisimea de cocos nehidrolizati au fost identificate concentratii ridicate de acizi
grasi saturati, dupa cum urmeaza: acidul lauric (14%), acidul miristic (21%), acidul
palmitic (17%), acidul stearic (19%) si concentratii moderate de acizi grasi
nesaturati, precum: acidul palmitoleic (11%), acidul linoleic (6%) si acidul oleic
(9%)(figura 6.10).

Profilul total al acizilor grasi rezultati In urma hidrolizei chimice a grasimii de cocos a
fost constituit din: 7% acid caprilic (C8:0), 7% acid capric (C10:0), 52% acid lauric
(C12:0), 13% acid miristic (C14:0), 9% acid palmitic (C16:0), 4% acid linoleic (C18:2),
5% acid oleic (C18:1) si 3% acid stearic (C18:0) (figura 6.11).

In urma hidrolizei enzimatice desfisurate in situ cu tulpina de drojdie Yarrowia
lipolytica RO13, la temperatura de 25°C si aw 0,98, compozitia hidrolizatului de cocos
a fost Imbogatita cu concentratii semnificative de acizi grasi saturati cu catena medie.
Astfel, in hidrolizatul enzimatic al grasimii de cocos, concentratia acidului miristic

(C14:0) creste de 3 ori comprativ cu compozitia in hidrolizatul chimic.
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Figura 6.10 Profilul acizilor grasi din compozitia grasimii din cocos si respectiv din
hidrolizatele obtinute in urma hidrolizei enzimatice in situ cu drojdia
Yarrowia lipolytica RO13, dupa 3 si 7 zile

Concentratia acidului lauric (C12:0) s-a redus cu 11%, iar concentratia acidului

palmitic (C16:0) a crescut cu 4%, din totalul acizilor grasi din compozitia

hidrolizatului enzimatic, comparativ cu hidrolizatul obtinut prin tratament chimic.

C18:1 C18:0 C8:0

C18:2 5 30 7% C10:0

b.
Figura 6.11 Profilul acizilor grasi din compozitia grasimii din cocos dupa hidroliza: a-
chimica, b- enzimatica

6.3.2.3 Acizii grasi cu potential antimicrobian in grasimea si hidrolizatul
enzimatic din grasimea de shea

In compozitia grisimii de shea in stare brutd, ca acizi grasi predominanti s-au
evidentiat cei saturati cu catenda lunga, 31,5% acid stearic (C18:0), 24,3% acid

plamitic (C16:0), acizii grasi monosaturati, dintre care 39,7% acid oleic (C18:1) si
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acizi grasi polinesaturati, dintre care 1,8% acid linoleic (C18:2). Grasimea de shea in
stare bruta contine urme de acizi grasi saturati cu catena medie, dupa cum urmeaza:

Asa cum se poate observa din figura 6.12, in hidrolizatul de shea obtinut dupa sapte
zile de hidroliza, profilul acizilor grasi se modifica considerabil, astfel incat proportia
acizilor grasi nesaturati scade odata cu cresterea proportiei acizilor grasi saturati cu
catend medie. Se observa faptul ca gradul de eliberare al acizilor grasi saturati cu
catena medie creste cu 7% pentru acidul lauric (C12:0) si cu 5% pentru acidul
miristic (C14:0). In hidrolizat s-au identificat concentratii superioare de acid oleic

(31,2%), acid stearic (20,7%) si acid palmitic (17,5%).

[C8:0 C10:0 §C12:0 BC14:0 EC16:0 @C18:2 BC18:1 EC18:0 BC20:0
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Figura 6.12 Dinamica de eliberare a acizilor grasi din compozitia grasimii din shea
prin hidroliza enzimatica in situ cu drojdia Yarrowia lipolytica RO13,
dupa 3 si 7 zile

Un aspect important il constituie faptul ca, la sfarsitul perioadei de hidroliza, in

extract s-a evidentiat prezenta acizilor lauric (17,7%) si respectiv miristic (10,4%),

care initial au fost prezenti in proportii reduse, in compozitia grasimii de shea in stare

bruta.

Prin analiza comparativa a profilului acizilor grasi rezultati in urma hidrolizei

enzimatice si chimice, s-au evidentiat urmatoarele aspecte:

— Prin hidroliza chimica se elibereaza un continut ridicat de acizi grasi
nesaturati, iar acizii grasi saturati cu catena medie se regdsesc in proportii

reduse.
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— Prin hidroliza enzimatica a grasimii de shea se elibereaza un procent ridicat de
acizii grasi saturati cu catend medie, care schimba considerabil profilul
compozitional.

Actiunea hidrolitica in situ a drojdiei Yarrowia lipolytica RO13 este eficienta pentru
hidroliza grasimii de shea, dupa 7 zile, cand se observa cresterea substantiala a
concentratilor de acid lauric (17,7%) si acid miristic (10,4%), acizi grasi cu potential

antimicrobian (figura 6.13).

: 0%
c18:2 Cle:0 C12:0 1% °

4% 5% 1% a.

C14:0 C12:0
10% 18% b.

Figura 6.13 Profilul acizilor grasi in hidrolizate din grasime de shea obtinute prin a-

hidroliza chimica; b- hidroliza enzimatica

Asa cum se poate observa din cromatograme (Anexa 4) In extractul obtinut din
hidrolizatul enzimatic al grasimii de shea, dupa 7 zile, se reduce proportia de acid
oleic si acid stearic cu 18% si respectiv 20%, comparativ cu compozitia hidrolizatului

chimic.
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6.4 Concluzii partiale

1. S-a studiat compozitia in acizi grasi din grasimile tropicale si modificarea profilului
compozitional prin transformarea acestora sub actiunea hidrolitica in situ a
drojdiei selectionate Yarrowia lipolytica RO13, prin cultivare in faza solida, la
temperatura de 25°C si activitatea apei 0,98, dupa 3 si 7 zile de cultivare in sistem
stationar.

2. S-a evidentiat potentialul grasimilor din palmier, cocos si shea ca surse importante
de acizi grasi saturati cu catena medie si lunga, recunoscuti pentru activitatea
antimicrobiand, precum acidul caprilic, acidul capric, acidul lauric, acidul miristic,
palmitic.

3. Studiile au confirmat eficienta tratamentului enzimatic condus in situ asupra
eliberarii acizilor grasi cu potential antimicrobian, gradul cel mai eficient de
eliberare a acizilor grasi obtinandu-se dupa 7 zile de cultivare a drojdiei in sistem
stationar, la temperatura de 25°C si activitatea apei 0,98.

4. Rezultatele obtinute prezinta importanta de cercetare fundamentala si aplicativa,
intrucat ofera date originale privind compozitia In acizi grasi a grasimilor tropicale
studiate, in stare bruta si in hidrolizatele obtinute in conditii neconventionale de

hidroliza enzimatica.
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7. Testarea activitatii antimicrobiene a extractelor continand acizi
grasi liberi asupra unor bacterii cu potential patogen

In acord cu cele mai noi tendinte moderne in identificarea de noi compusi cu potential

bioconservant, in prezentul studiu s-a evaluat activitatea antimicrobiana a extractelor

continand acizi grasi liberi si esterificati obtinute prin hidroliza enzimatica in faza

solida, cu tulpina selectionata de drojdie Yarrowia lipolytica RO13, fata de unele

bacterii cu potential patogen, cu incidenta In industria alimentara. .
7.2 Materiale si metode

7.2.1 Reactivi, medii de cultura si microorganisme
» Medii de cultura si reactivi
— Mediul Sabouraud lichid (Sigma Aldrich, Germania), pentru obtinerea
inoculului de drojdie Yarrowia lipolytica RO 13.
— Mediul BHI (,brain heart infusion”)(Sigma Aldrich, Germania), pentru
cultivarea bacteriilor cu potential patogen.
— Dimetilsulfoxid (DMSO)(Sigma-Aldrich, Germania), pentru solubilizarea
fazei solide in care s-a produs lipoliza.
» Materiale
— Extracte continand acizi grasi liberi si acizi grasi, din hidrolizate ale
grasimilor din palmier (fulpa fructe si samburi), cocos si shea, obtinute prin
hidroliza in faza solida cu tulpina selectionata de drojdie Yarrowia lipolytica
R0O13, la temperatura de 25°C si aw 0,98.
— Microplaci sterile cu 96 de godeuri.
= Microorganisme
—Tulpina de drojdie - Yarrowia lipolytica RO13, pentru hidroliza enzimatica
in situ a grasimilor tropicale.
—Microorganisme indicator: Listeria monocytogenes 56LY, Salmonella
Enteritidis 15S, Bacillus cereus DSM10 si Escherichia coli 555, din colectia

Universitatii din Bologna, Facultatea Scienze degli Alimenti, Cesena, Italia.
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7.2.2 Metode de analiza si prelucare a datelor experimentale
7.2.2.1 Reactivarea si obtinerea inoculului de drojdie

Pentru reactivarea culturii si obtinerea inoculului de drojdie s-a utilizat protocolul

descris In subscapitolul 6.2.1.
7.2.2.2. Hidroliza enzimatica in situ si extractia acizilor grasi liberi

Pentru hidroliza enzimatica a grasimilor s-a utilizat protocolul de lucru descris in
subcapitolul 6.2.2. Extractia acizilor grasi s-a realizat in conformitate cu protocoalele
descrise in subcapitolele 6.2.2.2 si 6.2.2.3.

Pentru solubilizarea extractelor s-a folosit solutie 20% DMSO. Concentratia

extractului in solutia de DMSO a fost de 25 ppm pentru fiecare grasime testata.
7.2.2.3. Multiplicarea bacteriilor test

Din culturile stoc s-au inoculat celule in mediul BHI lichid, steril (repartizat cate 8 mL,
in eprubete), dupa care culturile s-au termostatat timp de 20 de ore, la temperatura
de 37°C. Din fiecare cultura s-a inoculat apoi cate 1 mL de suspensie in alta eprubeta
cu 8 mL de mediu BHI, steril. Culturile au fost termostatate la temperatura de 37°C,

timp de 20 de ore, obtinandu-se o concentratie de celule de 10 ufc mL-1.
7.2.2.4. Evaluarea activitatii antimicrobiene

Pentru evaluarea activitatii antimicrobiene a extractelor din hidrolizatele de grasimi
tropicale, continand acizi grasi liberi, s-au avut in vedere doi parametri: concentratia
minima inhibitorie (CMI) si concentratia minima bactericida (CMB), care s-au
determinat folosind metoda recomandata de Ali-Shtayeh et al. (1997), cu unele
modificari. In fiecare din cele 96 de godeuri din microplici s-au adiugat cate 100 pL
de mediu de culturd, BHI lichid, steril. In primele godeuri din prima coloani a
microplacii s-au adaugat 100 uL de extract continand acizi grasi (concentratia de 25
ppm hidrolizat enzimatic In 20% DMSO) din care s-au realizat dilutii pana la 1010,
astfel incat in fiecare godeu s-au obtinut urmatoarele concentratii de extract
continand acizi grasi : 25,0; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09; si 0,04 ppm.
Apoi, in fiecare godeu al microplacii au fost adaugati cate 100 pL de cultura test
(10 ufc mL-1 mediu). Pe microplaca, ultimele doua coloane de godeuri au apartinut

controlului pozitiv si respectiv controlului negativ. Controlul pozitiv a fost
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reprezentat de 100 pL de cultura test si respectiv 100puL. mediu de cultura in absenta
extractului continand acizii grasi (agentului antimicrobian). Controlul negativ a fost
reprezentat de cate 100 uL din fiecare component: mediu de cultura, cultura test si
solutie 20% DMSO (in absenta extractului). Placile au fost termostatate la
temperatura de 37°C, timp de 24 de ore.

Au fost considerate pozitive probele in care, s-a exercitat efectul inhibitor al
extractutului, pentru o anumita concentratie de extract, cand s-a constatat stoparea
inmultirii sau distrugerea bacteriilor test, prin analiza turbiditatii mediului sau
pierderea viabilitatii celulelor, fapt demonstrat prin absenta dezvoltarii de colonii
prin scarificarea din suspensie pe suprafata mediului cu agar si termostatare in
conditii optime. Concentratia minimd inhibitorie reprezinta cea mai redusa cantitate
de extract care inhiba complet dezvoltarea bacteriilor, iar concentratia minimd
bactericidd reprezinta concentratia minima de extract care determina distrugerea in

totalitate a bacteriilor test din inocul.
7.2.2.5 Metode de analiza statistica si interpretare a datelor experimentale

Experimentele au fost efectuate in triplicat, iar datele prezentate reprezinta medie a
celor trei determinadri. Datele au analizate statistic prin analiza de varianta (ANOVA),
testul Duncan folosind programul de calcul SPSS (versiunea 10). Diferentele cu

p<0,05 au fost considerate semnificative.

7.3 Rezultate si discutii

Pentru caracterizarea potentialului antimicrobian al hidrolizatelor din grasimi
tropicale (palmier, cocos si shea) s-a testat capacitatea inhibitorie a acizilor grasi
liberi si esterificati asupra a patru tulpini de bacterii test, cu potential patogen,
Listeria monocytogenes si Bacillus cereus (bacterii Gram-pozitive), Salmonella

Enteritidis si Escherichia coli (bacterii Gram-negative), a extractelor de acizi grasi.
7.3.1 Potentialul antibacterian al acizilor grasi din grasimea de palmier

7.3.1.1 Efectul antibacterian al acizilor grasi eliberati prin hidroliza enzimatica
din grasimea din pulpa fructelor de palmier
Date privind efectul antibacterian al acizilor grasi extrasi din grasimea in stare bruta

(AGL 0) si hidrolizatele enzimatice obtinute dupa 3 zile (AGL 3) si 7 zile (AGL 7) de
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hidroliza in faza solida cu drojdia Yarrowia lipolytica RO13, sunt prezentate in

figurile 7.1.

OAGLO BEBAGL3 HAGL7 P <0.05

L.monocytogenes B.cereus E.coli S. Enteritidis
Bacterii test

Figura 7.1 Concentratia minima inhibitorie (CMI), asupra bacteriilor, a acizilor grasi
din extracte de grasime din pulpa fructelor de palmier, in stare bruta
(AGLO) si dupa hidroliza enzimatica timp de 3 zile (AGL3) si 7 zile (AGL7)
In conditiile testate, nu s-a evidentiat un potential antimicrobian semnificativ pentru
acizi grasi prezenti initiali in grasimea bruta. Aceste rezultate sunt corelate cu
continutul scazut de acizi grasi saturati cu catenda medie, responsabili pentru
activitatea antimicrobiand, in compozitia grasimii extrase din pulpa fructelor de
palmier. Extractele din hidrolizate obtinute dupa 3 zile si respectiv 7 zile de hidroliza
enzimatica au inhibat bacteriile Gram pozitive si Gram negative cu concentratiei
minima de 12,5 ppm respectiv 6,25 ppm.
In ceea ce priveste efectul acizilor grasi liberi se constatd dublarea efectului inhibitor
in extractele obtinute din grasime hidrolizata enzimatic timp de 3 zile, iar In cazul
bacteriilor Listeria monocytogenes si Bacillus cereus, concentratia minima inhibitorie
se diminueaza la jumatate in cazul extractelor din hidrolizate dupa 7 zile.
Efectul inhibitor al extractelor vegetale asupra bacteriilor patogene s-a datorat
continutului ridicat de acizii grasi saturati cu catena medie eliberati in urma
hidrolizei, acidul lauric (15,5%), acidul miristic (5,7%) si acidul palmitic (31,3%).
In ceea ce priveste potentialul antibacterian al acizilor grasi din extracte din grasimea
extrasa din samburii de palmier, din datele prezentate in figura 7.2 se observa ca CMI
pentru acizii extrasi din grasimea nehidrolizatd este nesemnificativa pentru bacteriile
Gram - negative (Escherichia coli si Salmonella Enteritidis) si de 12,5 ppm pentru

bacteriile Gram - pozitive (Listeria monocytogenes si Bacillus cereus).
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30 OAGLO HAGL3 EAGL 7 P <0.05

L.monocytogenes B.cereus E.coli S. Enteritidis
Bacterii test

Figura 7.2 Capacitatea inhibitorie asupra bacteriilor a acizilor grasi din extracte din
grasime din samburi de palmier, in stare bruta (AGLO) si dupa hidroliza
enzimatica, timp de 3 zile (AGL3) si 7 zile (AGL7)

Extractele de acizi grasi obtinute din hidrolizate ale grasimii dupa 3 zile (AGL 3) si

dupa 7 zile (AGL 7) diminueaza substantial dezvoltarea bacteriilor test, cu

concentratii minime inhibitorii de 6,25 ppm si respectiv 3,12 ppm. Acest potential

este corelat desigur cu compozitia chimica a grasimii din samburi de palmier si a

hidrolizatelor enzimatice derivate, care se reflecta in puterea inhibitorie a extractelor.
7.3.1.2 Activitatea antibacteriana a acizilor grasi din grasimea de cocos

Concentratia minima de inhibitie (CMI) a acizilor grasi extrasi din grasime (AGLO) a
fost de 12,5 ppm pentru bacteriile Gram-pozitive (Listeria monocytogenes si Bacillus
cereus) si de 25 ppm pentru bacteriile Gram negative (Escherichia coli si Salmonella
Enteritidis).

Analizand comparativ aceste rezultate cu puterea inhibitorie a grasimii din palmier se
observa ca potentialul antimicrobian al acizilor grasi din grasimea din samburii

fructelor de palmier este similar cu cel al acizilor grasi din grasimea de cocos.

Acizii grasi din hidrolizatul enzimatic al grasimii de cocos obtinut dupa trei zile de
hidroliza, prezinta concentratia minima de inhibitie (CMI) de 6,25 ppm, pentru
bacteriile Gram - pozitive si 12,5 ppm, pentru bacteriile Gram - negative. insi, dupa
sapte zile de hidroliza, extractul obtinut este mult mai activ, concentratia minima de
inhibitie reducandu-se de 2 ori pentru bacteriile Listeria monocytogenes, Bacillus

cereus si Salmonella Enteritidis, si de 3 ori, pentru Escherichia coli.
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30 - OAGLO EAGL 3 HAGL7 P<0.05

L. monocytogenes B.cereus E.coli S. Enteritidis

Bacterii test

Figura 7.3 Capacitatea inhibitorie asupra bacteriilor a acizilor grasi din extracte din
grasime de cocos, In stare bruta (AGLTO) si dupa hidroliza enzimatica timp
de 3 zile (AGL3) si 7 zile (AGL7)

Rezultatele obtinute sunt corelate cu continutul de acizi grasi cu rol antimicrobian din
compozitia fiecarui extract (0, 3, 7zile).

Astfel, o data cu cresterea timpului de hidroliza, a concentratiei de acizi grasi cu
potential antimicrobian, creste semnificativ capacitatea inhibitorie a extractelor
asupra bacteriilor potential patogene studiate in calitate de microorganisme test

(figura 7.3).
7.3.1.3 Potentialul inhibitor al acizilor grasi din grasimea de shea

In urma hidrolizei enizmatice, si in acest caz s-a observat ci extractele obtinute au
fost Imbogatite un concentratii mari de acizi grasi importanti din punct de vedere
antimicrobian, ceea ce conduce la dublarea capacitatii inhibitorii (12,5 ppm),
comportament care este direct corelat cu compozitia chimica a extractelor.

Capacitatea inhibitorie se amplifica direct proportionala cu timpul de hidroliza. Astfel,
dupa 7 zile de hidroliza, extractele {isi potenteaza substantial activitatea
antibacteriana incat exercita efect bacteriostatic la o concentratie minima de 6,25
ppm, pentru bacteriile Gram - negative (Escherichia coli si Salmonella Enteritidis) si
de 3,12 ppm, pentru bacteriile Gram - pozitive (Listeria monocytogenes si Bacillus

cereus) au fost inhibate cu o concentratie minima.
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30 OAGLO BAGL 2 EAGL7 P<0.05

L.monocytogenes B.cereus E.coli S. Enteritidis
Bacterii test

Figura 7.4 Capacitatea inhibitorie asupra bacteriilor a acizilor grasi din extracte din
grasime de shea, in stare bruta (AGLO) si dupa hidroliza enzimatica timp
de 3 zile (AGL3) si 7 zile (AGL7)

Toate aceste rezultate au condus la orientarea studiilor si a aplicatiilor privind
utilizarea surselor vegetale oleaginoase si nu numai, ca importante materii prime

pentru obtinerea de compusi bioconservanti.

7.3.2 Evaluarea potentialului bactericid al acizilor grasi asupra bacteriilor

patogene

In tabelul 7.2, sunt prezentate concentratiile minime de inhibitie si bactericide ale
extractelor grasimilor tropicale impotriva bacteriilor patogene Gram - negative
(Escherichia coli si Salmonella Enteritidis) si Gram - pozitive (Listeria monocytogenes
si Bacillus cereus). Pentru acizii grasi liberi prezenti in grasimile tropicale analizate,
concentratia minima bactericida este de 25 ppm pentru fiecare bacterie testata. Acest
aspect a fost confirmat prin sterilitatea demonstrata prin cultivare pe medii cu agar a
suspensiilor de bacterii in amestec cu extracte de acizi grasi liberi, dupa 48 de ore de
cultivare la temperatura de 37°C.

Extractele de acizi grasi rezultati in urma hidrolizei enzimatice timp de trei zile, au
avut o activitate bactericida la concentratii mai ridicate, comparativ cu dozele pentru
inhibitie. Astfel, acizii grasi extrasi din hidrolizatul grasimii din simburii de palmier,
cocos si shea au distrus bacteriile Gram - pozitive (Listeria monocytogenes si Bacillus
cereus) cu o concentratie minima de 6,25 ppm, iar bacteriile Gram - negative
(Escherichia coli si Salmonella Enteritidis) care au fost distruse cu o concentratie

minimd de 12,5 ppm, respectiv 25 ppm in cazul extractului grasimii din pulpa
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fructelor de palmier (tabelul 7.2). Acest comportament certifica rezistenta sporita a
bacteriilor Gram - negative fatd de actiunea acizilor grasi si labilitatea bacteriilor
Gram - pozitive, care au o sensibilitate ridicata si pot fi inhibate si distruse la
concentratii reduse de acizi grasi.

Concentratia minima bactericida (CMB) a extractelor din hidrolizatele obtinute dupa
7 zile de hidroliza a variat de la 3,12 ppm, pentru bacteriile Gram - pozitive si de 6,25
ppm, pentru bacteriile Gram - negative, in cazul hidrolizatelor din grasimile de cocos
si din samburii fructelor de palmier. Extractele de acizi grasi rezultati in urma
hidrolizei grasimii din pulpa fructelor de palmier si respectiv shea au distrus
bacteriile Gram - pozitive la concentratia minima de 6,25 ppm, fatd de bacteriile
Gram - negative care au necesitat o concentratie dubla de extract pentru obtinerea

efectului bactericid (tabelul 7.2).

7.3.3 Studiul comparativ al potentialului antimicrobian al acizilor grasi din

compozitia grasimilor vegetale asupra bacteriilor patogene

S-a comparat activitatea antimicrobiana a hidrolizatelor din grasimile tropicale cu
puterea inhibitorie a unor antibiotice de referinta.

Comparand aceste date cu potentialul antibacterian al hidrolizatelor din grasimi
tropicale se poate aprecia ca grasimea de cocos si cea din samburii fructelor de
palmier reprezinta materii prime potentiale pentru obtinerea bioconservantilor
naturali.

Din punct de vedere al efectului bactericid, se observa ca amestecul de acizi grasi
liberi din hidrolizatele de grasime de cocos si saimburi de palmier are capacitatea de a
distruge bacteriile Gram - pozitive la o concentratie minima de 3,12 ppm, iar
bacteriile Gram - negative, cu o concentratie de 6,25 ppm. Concentratia minima
bactericida a extractelor din grasimea de shea si cea din pulpa fructelor de palmier a
fost de 6,25 ppm, pentru bacteriile Gram - pozitive, respectiv 12,5 ppm, pentru

bacteriile Gram - negative.
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Tabel 7.2 Concentratia minima bactericida a extractelor de acizi grasi a grasimilor vegetale si a hidrolizatelor acestora obtinute dupa

3 zile si 7 zile de hidroliza enzimatica in situ cu Yarrowia lipolytica, la temperatura de 25°C si aw 0,98

Grasimea din simburii fructelor de

Grasimea de cocos

Grasimea din pulpa fructelor de

Grasimea de shea

palmier palmier
Bacterii CMI (ppm) CMB (ppm) CMI (ppm) CMB (ppm) CMI (ppm) CMB (ppm) CMI (ppm) CMB (ppm)
patogene
TO T3 T7 TO | T3 T7 TO T3 T7 TO | T3 T7 TO | T3 T7 TO | T3 T7 TO | T3 T7 TO | T3 T7

L.monocytogens | 12,5 | 6,25 | 3,12 | 25 | 6,25 | 3,12 | 12,5 | 6,25 | 3,12 25 | 6,25 | 3,12 | 25 | 12,5 | 6,25 | 25 | 12,5 | 6,25 | 25 | 6,25 | 3,12 | 25 | 6,25 | 6,25
Bacillus cereus | 12,5 | 6,25 | 3,12 | 25 | 6,25 | 3,12} 12,5 | 6,25 | 3,12 25 | 6,25 | 3,12 25 | 12,5 | 6,25 | 25 | 12,5 | 6,25 | 25 | 6,25 | 3,12 | 25 | 6,25 | 6,25
Escherichia coli | 25 6,25 | 3,121 25 | 12,5 | 6,25 | 25 12,5 | 3,12 25| 12,5 | 6,25} 25 | 12,5 | 12,5 ] 25 | 25 12,5125 | 12,5 | 6,25 | 25 | 12,5 | 12,5
S.Enteritidis 25 6,25 | 3,121 25 | 12,5 | 6,25 | 25 12,5 16,2525 | 12,5 | 6,25 25 | 12,5 | 12,5 ] 25 | 25 12,5125 | 12,5 | 6,25 |25 | 12,5 | 12,5
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Desi comparand cu capacitatea inhibitorie a antibioticelor, amestecul de acizi grasi

liberi are o putere inhibitorie de cel putin zece ori mai redusd, avand In vedere

procedeul simplu propus, prin care acestia pot fi eliberati din grasimi precum si

posibilitatea de eliberare controlata si In sistem continuu sunt argumente care

pledeaza pentru importanta acestor hidrolizate de grasimi tropicale pentru utilizare

in calitate de bioconservanti.

7.4 Concluzii partiale

1.

S-a studiat efectul bacteriostatic si bactericid al acizilor grasi extrasi din
grasimile de palmier, cocos si shea In stare bruta si dupa hidroliza enzimatica,
asupra bacteriilor Gram-pozitive, Listeria monocytogenes si Bacillus cereus si
Gram-negative, Escherichia coli si Salmonella Enteritidis.

Actiunea antimicrobiana a acizilor grasi eliberati din hidroliza grasimilor
tropicale studiate este rezultatul efectului sinergic cumulativ determinat de
totalitatea acizilor gasi liberi prezenti in compozitia hidrolizatelor enzimatice,
obtinute dupa 3 zile si 7 zile de hidroliza enzimatica cu drojdia Yarrowia

lipolytica, prin cultivare in faza solida, la temperatura de 25°C si aw 0,98.

. Hidrolizatele enzimatice derivate din grasimea de cocos si din samburii

fructelor de palmier au potential antibacterian superior comparativ cu cele
obtinute din grasimea fructelor de palmier si grasimea de shea. S-a demonstrat
ca si in stare brutda grasimile din cocos si sdmburii de palmier au activitate
antibacteriana, care se amplifica pe masura ce se intensifica gradul de hidroliza
enzimatica, care creste direct proportional cu durata de cultivare a drojdiei.

S-a demonstrat ca hidrolizatele enzimatice din grasimile de palmier, cocos si
shea au potential antimicrobian inferior celui al antibioticelor de referinta
testate (streptomicind, vancomicing, penicilina si amoxicilind), insa avand in
vedere lipsa de toxicitate si metoda simpla de obtinere propusa pot fi
considerate potentiale substante naturale pentru asigurarea stabilitatii
microbiologice si a sigurantei alimentare.

Rezultatele obtinute sunt valoroase intrucat demonstreaza rolul de conservanti

naturali al acizilor grasi saturati, cu catena medie, din compozitia grasimilor si
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hidrolizatelor din grasimi vegetale, avand in vedere larga diversitate de grasimi
si uleuri inca nestudiate.
8. Concluzii generale

v’ Potentialele beneficii ale plantelor atit in conservarea produselor alimentare
cat si in imbunatatirea caracteristicilor organoleptice ale anumitor alimente
traditionale, au fost exploatate din cele mai vechi timpuri.

v Interesul permanent pentru cresterea calitatii vietii si asigurarea sigurantei
alimentare a intensificat cercetarile pentru inlocuirea aditivilor si ingredientelor
de sinteza chimica cu produse naturale, in general de origine vegetala.

v' Asigurarea stabilitatii microbiologice a alimentelor si a sigurantei alimentare a
intesificat cercetarile pentru identificarea de noi compusi cu actiune
antimicrobiand. Sursele vegetale alaturi de microorganisme reprezinta sursele
principale de producere a biconservatilor. In aceasta categorie, acizii grasi si in
special acizii grasi saturati cu catenda medie au demonstrat potentialul lor
antimicrobian, competitiv cu cei mai eficienti bioconservati utilizati In industria
alimentara.

v" Uleiurile si grasimile obtinute din plantele tropicale au in compozitia chimica o
concentratie ridicata de acizi grasi saturati cu actiune antimicrobiana. Pe aceste
considerente, studiile realizate s-au orientat catre trei grasimi tropicale in stare
bruta, ulei de palmier, grasime de cocos si grasime de shea, tara de provenienta
Cameroun, Africa.

v' S-a studiat potentialul lipolitic pentru treisprezece tulpini de Yarrowia lipolytica
izolate din diferite surse, prin cultivare in sistem stationar, pe medii imbogatite
in grasime de palmier, cocos si, shea, in diferite conditii fizico - chimice de
cultivare.

v’ Hidroliza enzimaticd grasimii de palmier, cocos, shea condusa in situ, prin
actiunea lipazelor extracelulare sintetizate de tulpini selectionate de drojdie
Yarrowia lipolytica, se desfasoara cu randamente sporite de hidroliza la
temperatura 25°C, aw 0,98, dupa 7 zile de cultivare in sistem stationar (SSF).

v Tulpina de drojdie Yarrowia lipolytica RO13 se remarca printr-un potential

superior, de a produce lipaze extracelulare, capabile sa produca hidroliza in faza
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solida cu randamente sporite, ale celor trei grasimi studiate, la temperatura
ambienta si la temperatura de 4°C si diferite valori ale activitatii apei corelat cu
prezenta in mediu a NaCl in concentratii de 3-10%. S-a studiat compozitia in
acizi grasi eliberati din grasimile tropicale si modificarea profilului
compozitional prin transformarea acestora sub actiunea drojdiei selectionate
Yarrowia lipolytica RO13, la temperatura 25°C, activitatea apei 0,98, dupa 3 zile
si 7 zile de cultivare in situ pe mediu imbogatit In grasimi.

v' S-a confirmat eficienta tratamentului enzimatic condus in situ asupra eliberarii
acizilor grasi cu potential antimicrobian, gradul cel mai eficient de eliberare a
acizilor grasi obtindndu-se dupa 7 zile de cultivare a drojdiei In conditiile
mentionate.

v' S-a studiat potentialul antimicrobian impotriva unor bacterii potential patogene
al hidrolizatelor din grasimilor tropicale. Acizii grasi liberi din compozitia
extractelor exercitd un efect antimicrobian sinergic.

v’ Prezenta in concentratie mare a acizilor grasi saturati cu catenda medie este
corelata cu puterea bacteriostatica si bactericida a hidrolizatelor, care este
inferioara fatd de puterea similara a unor antibiotice comerciale utilizate ca
standarde de referinta (spreptomicind, vancomicing, amoxicilina si penicilina).

v' Activitatea antimicrobiand a extractlor de acizi grasi din grasimile de cocos, si
samburii fructelor de palmier este superioara celei induse de extractele de acizi
grasi din grasimea fructelor de palmier si de shea.

v’ Studiile realizate au valoare de cercetare fundamentald si aplicativa intrucit
promoveaza concepte noi in conservarea alimentelor si asigurarea sigurantei
alimentare, prin aplicarea unei metode simple si eficiente din punct de vedere

economic cu aplicatii in industria alimentara sau in industria cosmetica.
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9. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective

Originalitatea cercetdrilor efectuate, in concordanta cu obiectivele stiintifice ale tezei

de doctorat, este sustinuta de o serie de concepte stiintifice moderne promovate in

abordarea cercetdrilor, multe dintre acestea bazandu-se pe studii realizate in

premiera in tara noastra, dupa cum urmeaza:

S-a demonstrat rolul grasimilor tropicale de palmier, cocos si shea ca surse
importante de acizi grasi cu actiune antibacteriand, fata de bacterii Gram
pozitive si Gram negative cu incidenta in microbiologia alimentelor si factori
de risc pentru siguranta alimentara.

S-a demonstrat posibilitatea conducerii hidrolizei enzimatice a grasimilor in
situ, prin cultivarea in faza solida a drojdiei Yarrowia lipolytica, in conditii
controlate de temperaturd, activitate a apei si corelata cu prezenta in mediu a
sarii. Aceste studii sunt o premiera pentru cercetarile in domeniul abordat de
teza si ofera numeroase perspective viitoare pentru noi inovatii si potentiale
dezvoltari si aplicatii.

S-a demonstrat specificitatea diferita pentru susbtrat si potentialul enzimatic
variabil al tulpinilor de drojdie fata de anumite grasimi, corelat cu sursa de
izolare si conditiile de cultivare, prin care se poate controla viteza de hidroliza,
randamentul si spectrul in acizi grasi eliberati.

Se propune o metoda simpla si eficienta de bioconservare prin contactul direct
al biocatalizatorului, celule de drojdii, cu substratul, lipide in stare solida sau
lichida, In conditii similare cu cele din sistemele alimentare si In conditiile
specifice pentru pastrarea alimentelor.

Studiile sunt importante si pentru formularea de produse noi de us cosmetic.

In perspectiva cercetarilor viitoare se propune cresterea eficientei functionalitatii

drojdiilor Yarrowia lipolytica pe subtraturi grase si realizarea hidrolizei enzimatice

prin comicroincapsularea celulelor cu substratul si eliberarea controlata a acizilor

grasi cu actiune microbiand, cu implicatii in stiinta si ingineria alimentelor si in

cosmetica.
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