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OBIECTIVELE $TIINTIFICE ALETEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat co tefia. Obfinerea ,i caracterizarea glicozid-hid.rolazelor d,in familia teilafiaze

biasintefizate de streptotflicete seleclionate a vizat obfinerea de enzime din clasa glicozid-
hidrolaze, ln special ceie aparfindnd familiei xilmaze cu ajutorul.unor tulpini selecfionate de

Streptofiyce$ spp. cultivate pe substratuti lignocelulozice qi hemicelulozice.

]in6nd cont de problemele tot mai skingente la nivel mondial legate de Proteclia mediului, de

epuizare a resurselor de combustibili convenfionali, rczultatele cercetlrilor oferf, date originale

privind rentabilizarea bioproceselor de bioconversie a biomasei lignocelulozice, Precum $i unol
aplicalii in qtiinta pi ingineria alimentelor.

Obiectivele ;tiin(fice stabilite tr acord cu programul de cercetare al stagiului de doctorat au vizat:

. Izolarea din mediile naturale gi selectia unor tulpini de sheptomicete caPabile sf, sintetizeze

enzime cu activitate glicozid-hidrolazic[.

' Studiul fi optimizarea condifiilor biotehnologice ln vederea ob,tinerii unui randament ridicat
de biosintez{ a glicozid-hidrolazelor din fanrilia xilanaze cu ajutorul strePtomicetelor.

. Eva.luarea comportamentului catalitic al eroimelor din complexele multienzimatice ln stare

brutd in vederea standardizdrii produsului finit
. Purificaea qi araliza proprietfiilor catalitice a1e xilanazeiparflal purificate
o Cercetiri privind comportamentul catalitic al xilanazei pe xilan pur 9i tfirdte'

Oportunitatea cercettuilor dedvf, din importan a temei cu implicat'i tr cercetarea firndmentald qi

aplicativl dupi cum urmeazi:
r streptomicetele sunt bacbrii aflate ln concentratrie'crescut[ ln sol fiind caracterizate printr-un

echipament enzimatic exhem de divers;
. skeptomicetele cresc u$or pe medii simple pe bazl de ingredlente ieftine 9i tn condifi de

eficienid economicd;
r studiile bioproducerii enzimelor de tipul glicozid-hidrolaze cu sEeptomicete sunt de datd

reeente, majoritatea enzimelor comerciale de acest tip fiind obt'nute cu ajutorul fun#lor
filamentoqi sau eubacteriilor;

. oblinerea $i utilizarea xilanazelor libere de celulaze prin controlul gi didjarea procesului

fermentativ replezintd de asemenea abordlri qtiinfifice de noutatei
. oblinerea euimelor glicozid-hidrolaze are importmld economicl 9i aplicalii ln diverse

domenii, precum bioconversia biomasei, indushia de celulozd gi hArtie, industia alimentarS,

etc.

Teza de doctorat a fost elabotati in perioada 2A07-2070, ln cadrul Universit[fii ,,Dmtrrea de Jos"
Galafi, Facultatea de $tiinta si Ingineria Alimenbelor, Pladorma de cercetate qi formare

,,Bioalimen(' qi este structuratd in doua pir{i, studiu documentar qi rezultate exPerimentale li
contribufi

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat conline 202 Pagini, dintre care partea de introducere rePrezintii 1L pagSni,

partea documentarx reprezintd 67 paglni (35,07 %), iar partea experimentald este

ptezefitatAlnl2l pagSrtt (64,93 %). in lucrare sunt prezentate 104 figuri 9i 46 tabete' Pentru
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sftuctulafea qi elaborarea tezei s-au utilizat 180 referinle bibliogr#ice qi 9 adrese web
consultate.

A.STUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar, intitulat Stailial actual d.l cufioas,telii prioinil obginerea qi ufilizarea
glicoziilazelor ilin familia rilanaze cu irnpact ecottomic qi pentru ptotecyia meiliului incofiurdtor
(un capitol ce include patru subcapitole), prezinti date din literaturtr cu re{erire la descrierea
stadiului cercetirilor la nivel mondja.l privind clasificarea, structura qi proprietillile vtlanazelor,
condiliile biotehnologice de oblinere ;i nricroorganismele cu potenfial crescut de a sintetiza aceste
enzime. De asemenea, sunt prezentate apiica;iile practice a]e xilanazelor.

Subcapitolul 1.1. intitulat PrEarate eflziffiatice din familia )tilarlazelot qi iuplicaliile practice prezifil
importanla glicozid-hidrolazelor de tip xilanazic asupra prelucrfii eficiente a biommei vegetale qi

a dqeurilor agroindushiale precum ;i posibilele aplicafii 1n industria alimentard, industria de
celulozi qi h&rtie, indushia textill, induskia de oblinere a unor produse chimice etc.

ln eubcapitolul 1,2. intitulat Streptomicetele - rui agensi pentru obpinerea dr glicozid-hidrolaze de tip
xilanazic cu ualoarc economicd sunt prczentate sEeptomicetele, agenli importanEi producatori de
enzime, larg rf,spandite ln natule br special tn sol qi cu capacit{i crescute de adaptare la conditiile
indushiale.

Subcapitolul 1.3. cu ti,J,ul Condifii biotehnologrce de producere a xilatuzelor cu streptomicete seleclionate

prezint{ modul de optimizare a compoziliei mediuiui de culturd ln sersul oblinerii unui
randament crescut ln xilanazd utilizind metode statistice moderne precum gi studiul condiliilor
fermentative ln sistem submers pe bioreactorul de laborator.

in subcapitolul 1,4. Recuperaru, puificarea si catacterizarea mzimelor din untplereie mulfunzinwtice
prezintA modul de exhacle qi purificare a glicozid-hidrolazelor de tip xilanazic din lichidul
culturai precum qi modul de caracterizare ale acestora.

Anual se produc 830 Gt de biomasi vegetall regenerabill bogaiX ln celulozX qi hemicelulozd
(Ruanglek et al. 2006). Peretele celular al plantelor este un rnaterial compozig ln care celuloza,
hemicelulozele (alcituite ?n principal din xilan) qi lignina sunt strtns asociate (Puls, 1997; Bissoon
et al, 2002). Cei hei constituien'(i majori ai lemnului de pidure sunt celuloza (30...50%),
hemiceluloza (20.,.30%), un gmp de poliglucide ln care xilanul este componentmajor qi lignina
{20...30%).
Din punct de vedere chimic, hemicelulozele sunt poliglucide ale peretelui celular vegetal, obiqruit
ramificate, cu o structuri. omoloagx celulozei ln sensul c5, au un lanl principal alcituit din resturi
de p-D-pirmozil bgate-7,4, cum ar fi glucoz4 manoza qi xiloza, ln care atomul de oxigm se aflfl
toitt-o pozilie ecuatoriald. Xiloglucanii, xilanii ;i maranii sunt incluqi tr aceast[ definilie chimicS a
hemicelulazelor, excep$e f5cAnd arabinogalactanfi. Similitudinea stucturald dintre hemiceluloze
qi celuloze dau probabil o omologie conformalionald care dau o asociere necovalente puternici
dintre acestea.

Ce1 mai abundent polimer hemicelulozic este xilanul alcxtuit din unit[E de xilozi legate p-L,4.

Xilanul constituie 20..,40% din biomasa vegetald totalX (Ninawe et al. 2008). Xilanul reprezinti o
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im.ensd sursi de biopolimeri pentru aplicalii practice, reprezentAnd 25,30% din biomasa uscatli a

dicotiledonatelor qi a plantelor lemnoase ql 50% 1n plantele cerealiere (Moure et al. 2006).

Natura este bogatl tn bacterii gi fungi care produc enzime ce degradeaz{ peretele celular
solubilizdnd componentele complexe la molecule simple penku asigurarea ciclului de carbon.
Nmeroase microorganisme izoiate din sof degeuri, compost sunt capabile de a produce un
spectru larg de enzime care degradeazd peretele celular vegetal (Badhan ei al. 2007). Un loc
important din aceastx microbiotd o ocupL streptomicetele cue replezintd intre 10 ...33 % din
micropopula$a solului (Zarnea 1994).

Numele de St/eptonxyces vine de la gr, streptos - aplecat, indoit, fteibil qi gr. nyces - fung. Sunt
bacterii Gram pozitive, filamentose cile au habitatul tr marea lor majoritate in microbiota solului

!i prezintx capacitatea de a forma spori. Aparlin {arr.ikei Streptotnycetaceae, ordirtuJ
Actinomycetales, clasa Scfuizomycetzs (Robinson, 2000). Hifele vegetative cu dimensiuni de

(0,5...2,0 pm), produc miceliul ramificat, extins, din care uJterior se va deryoita miceliul aerian
care, la mahritate, va forma lanluri de trei sau mai mulf, spori.
in condilii naturale, sheptomicetele tncep sd se dezvolte pe resturile vegetale dupd ce in prealabil
bacteriile ;i ciupercile au incetat sa se mai multiplice cdnd practic subsuatul este pregdtit de cdtre
acestea printr-o descompunete primar5 a compugilor constituienti (It4adigan, 2000)'

Skeptomicetele sunt considerate ln mod obiqnuit a fi mult mai active 1n stadide avaroate de

descompunere a plantelor qi a altor materiale, jucand un roi important ln turnover-ul complex al

polimerilor recalcitranli. 9a demorstrat ci uneie streptomicete ataca qi celuloza qi lignina, cei doi
componenli ai lignoceluiozei pe baza echipamentului enzimatic bogat pe care aceste

microorganisme reugesc s{-1 produca.
Degradmea completa a complexului heteropoliglucidic necesit[ euime care si ac!.oneze at&t

asupra lanlului (catenei) principale cAt qi a larrprilor laterale (catenele ramificate): endoxilanaza
(endo p-1,4 xilanaza, EC 3.2.1.8), p - xilozidaza (xilan p-1,4 xtlozidnza, EC 3.2.13n, q-

glucuronidaza (EC 3,2.1.139), q-arabinofuranozidaza (EC 3.2.1.55), acetilesbraza (EC 3.1-.-1.72)

(Choi et al. 2000). Endo-p-1/ xilanaza catalizeazd hidrokza catenei pdncipale a xilanului
producdnd xilooligoglucide care la rdndul lor pot fi convertite la xtlozk prin intermediul ft
xilozidrci (Zhang et a7. 2007).

JinAnd cont de rolul pe careJ ocupd ftr naturf, acesbe microorganisme s-a considerat ce ar
reprezenta sursevalorome pentru obfinerea de glicozid-hidrolaze de tip xilanazic. Aplicarea unor
tehnici de izolare qi selcfl.e adeevate asupra sheptomicetelor din mediul natural precum 9i
optimizarea condiliilor $i parametrilor fermentativi ar permite obfinerea ia nivel de instalafli pilot
gi industrial a acestor enzime care \i gdsesc din ce ln ce mai multe aplicaiii in diverse domenii.

Valoarea estimat{ a pieJei mondiale de enzfure este in jur de 130 milioane dolari americani 9i se

a$teapti sf, cresci pini la 200 milioane dolari americani. Principalele industrii cate utilizeaz\T\%
din produclia de enzime industriale sunu a detergenflor 37%, kxb.b 12'k, amidon 11%, Panificatie
8% qi a nutret-uri1ol pentru animale 5%. Xilanazele ;i celulazele lmpreul{ cu pectinazele reprezinti
20% din piata mondiali a enzimelor (Polezeli et aL 2005).

Biotehnologia celulazelor qi hemicelulazelor gi-a pus bazele la ilrcepuhrl anilor 1980, prima datl cu
urili?rri h katarea fuajelor, urmatd de aplicalii in indushia alimentari. Ulterior aceste enzime au

fmt folosib in industria textild, precm gi la obfinerea hirtiei sau ceiulozei. Utilizarea erzimelor
celulorcIitice qi hemicelulozoiitice a crescut spectaculos tn ultimele douf, decenii tr special ln
industriile textilS, a berii $i a vinulu! ln procesarea alimentelor, precum qi tn indushia celulozei gi

hartiei in prezent acestora le sunt atribuite 20y, dn piala mondialtr a enzimelor, ca sursi de

ob;inere fiin<i fungii din gemtile Trichoderma gi Aspergillus. in mod curmt numerosi producf,tori



Oblitrrea si cilactqiaea gli@zid hidrolazelot din fmilia xilm* bioshtetizate d€ Eheptomicete seltrtioete
,

de preparate eroimatice car\e1rjiahzeaz| euime ,,proiectate" special Pentru m u adecvat tn

bioiehnologie.
Pomind de la interesul crescand asupra acestol enzime gi mai ales asupra xilanazelor libere de

celulaze, evidenliat prin multitudinea de articole aplrute h ultimii ani studiul ?ti propune

oblintrea tn condi[i de Iaborator a acestor enzime utilizind tulpini seleciionate de streptomicete

din mediul nahrral.

B.STUDIU E)GERIMENTAI

Rezultatele experimentale qi contribuliile la dezvoltarea cunoaqtefii sunt Prezentate li kei
capitole.

Capitolul 2 - Izolarea gi selec1ia unor tllpini ile sbeptomicete ptoilucd.toare ile hemicelulaze d.e tip
xilinazic prezintd rezultatele cercetfuilor proprii re{etitoate la izolarea din surse naturale a

bacteriilor din genul StrEtomyces, seleclia pe critedi calitative gi cmtitative a unor tulpini active, cu

capacitatea de a biosintetiza xilanaze ln condifii biobehnologice controlate.

Capitolul 3 - Optirrrizafta compozi.giei meiliului fomentatio pentru.inilucerca biosintezei de

xilanaze libere ile celulsze este shucturat pe patru subcapitole ln care se 'prezintd cercet{ri

originale rcalizate ln vederea formulSrii qi optimizdrii mediului fermentativ astfel incdt utilizAnd

surse ieftine de carbon si se oblind un randament sPolit de bioploducere a xilanazelor.

Capitolul 4 - Stabilitea condiliilot optime ile recupetare, paificarc $ catacteizdre a

comportamentului catalitic a xilanazelot tn sisteme model Ei pe substratwi natwale este sioct11r^t

ln patru subcapitole cu relerire la metodele aplicate pentru recuperarea qi purfficarea enzimelor

din lichidul cultural. De asemenea, se prezintl date referitoare la proprietitEle catalitice 9i

compoltamentul xilanazelor in sisteme model $i alimentare.

Capitolul 2 - Izolarea gi selecfia unor tulpini de otreptomicete producltoare de hemicelulaze de

tip xilanazic

Probe de sot Au fost malizate 16 probe diferite de sol recoltate din 4 judele ale tirii: Galao

Constanla, Tulcea, Alba. Caracteristicile solurilor au Iost diferite soluri nisipoase, de grldind" din
ghivece cu floti da s,i sol comercial mixt produs de S.C. Luiza SRL.

Culturi de stleptoflyees spp.: culturi pulre de stueptottryces spp. izolate din soiuri autohtone ln
perioada noiembrie 2007 - martie 2008,

Reactivi:

ingrediente pentru medii de culturi: substaturi cromogene irsolubile comerciale

(AZCL-HE Cellulose, AZCL-Xylar (din lemn de esenp tare); AZCL-Xytan (din
Urale de ovdz), Megazyme Intemational lreland Ltd), CaCOg, NaCL amidon de

cartof, KzFIPO+ MgSO+ THzO KNO:, FeSO+ 7lIO, agar;

reactivi pentru evid.enlierea producerii enzimelor xiianaze $i celulaze: tartrat de

sodiu qi potasiu, hidroxid de sodiu, acid t5 dinihosalicilic (DNS), carbonat de

7



Obtinerea si caracteriaea slicozid hi&oluelor din fmita xilildze biotintetiate de strept@ricete sel(tiomte

sodiu, sulfat de cuPru hidratat (CuSOr SHzO), citrat de sodiu, acid acetic, acetat de

sodiu, xilan de mesbeacS& carboximetilceluloza (CMC);

Echipamente din inftaskuctura Pladormei de formare qi cercetare inbrdisciplinatl

,,BIOALIMENT":

. Microscop cu epifluorescenlf, qi contrast de fazd" Olympus;

. Stereomicroscop cu cameri digitali integrati, Leica;

o Liofilizator, Martin Chdst:
. Spechofotomekul UV-VISJenway 6505, ]enway;
. Shaker orbital Optic Ilymen Sistem, Lab Companion;
. ShakerMedlineSI-300&JeioTech;
r Baia de api Julabo F 33, Julabo;
. Autoclav RaypaAE 75 Dry, Respinar, SL.;

. Balanta analiticd Metfler Toledo XS Excellence, Mettlel Toledo;
o pH-mehul Metllet Toledo;
o Centtifugd Hettich Zenki{ugen Universal320 R, Hettich;
. CentrifugiHettichMikro 22&Hettich;
. Ni$i cu flux laminar, Cruma;
. Etuvd cu convectie natulali 115L, model ED 115, Binder;
r Vortex V1 plus, Boeco.

Metode de analizi

r Tehnica de izolare selectivd a tulpinilor din genulStreptomyces

. Tehnica clasicd de seklie calitativ{ a shePtomicetelor producitoare de enzime

gl icozid-hid rolazicc.
. Creqterea eficienlei selecliei prin cultivarea pe subshatffi cromogenice insolubile
. Studiul caracterelot morfologie ale tulpinilor selecqionate de strePtomicete.
. Evaluarea comportamentului biochimic al tulpinilor de steptomicete seleclionate.

. Tehnica de selecfie cantitativl a sheptomiceElor producltoare de glicozid-hidrolaze
de tip xiJanazic.

Determinarea xilanazelor qi celulazelor s-a efectuat tn confomitate cu tehnicile propuse de

ww.biopraclde. Khurana, (200f, Assamoi qi aI., (2008), Senthilkunar 9i a1., (2005) g a. A avut ca

principiu determinarea glucidelor reduciltoue exprimate ca echivelent xilozf, tn cazul xilanazelor

sau echivalent glucozd in cazul celulazelor prin metoda DNS (acidul 3,5-dinitrosalicilic). Aceste

glucide reducltoare sunt eliberate ln cursul reacflel enzimatice care se desff,qoard la conditiile de

mctie stabilite.

O Bite,r ile a.tiaitate enzimaticd (xilanazicd sail celulazicd) reprezintA numtrlul de pmoli de

tircid reducdtor realtat prin acgiunea hidrolitici exelcifat[ de 1 rn] PreParat erzimatic, ln timp de

i *"1 tn condipde de reacEie testate qi anume: substrat - 1,5 7o xilan din mesteacf,n sat 7,5 %

GC pli = i.0 tn solurie tampon 0,2M acetat, temPeratura de 50oC; timp de reac{e 20 minute, un

rqrt Gr2sa$bstrat de 1:10.



Oblinerea {i cdactedaea hidrolaalor dir famiLa xilmue biosintetizaie de
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Figura 2,1 Curba etalon pent{u dozarea xilozei
plin metoda cu acid 3.S-dinitrosalicilic

ad 1000

tuncata$ gluezo, !!/ml

Fis6a 2.2 Curba etalon penku dozarea glucozei
prin metoda cu acid 3,5-dinitrosal.icilic

Pentru determinarea proteinelor s-a utilizat metoda Lowry plot€inele formlnd combimtii
complexe colorate ln albastru violet, cu ionul Cu2* ln mediul alcalin (reaclia biurehrlui), Complexul
proteinA-Cu2+ reduce (osfomolibdagi qi {osfowolhama$i din reactivul Folin-Ciocalteu. La procesul

de reducere mai contribuie qi resturile de tirozina 9i tiptofan prezente tn proteine. Concentralia
proteinelor din probf, s-a determinat fotocolotimetric.

y=0.0111 x-0:0{i6

' ""**",11,* 
o^,i;,", un,i'

Figua 2.3 Curba etalon pertru determimrea proleinelor prin metoda Lowry

Rezultate qi discufii

Izolarea din sol a tulpinilor din genul Slrepfor'rlrces

Pentru izolarea tulpinilor de streptomicete s-au analizat 16 probe de sol, prelevate ln perioada

10.71..2007- 01.09.2008 provenite din 4 judefe ale prii : Galafi, Constanta, Tulcea, Alba' Circa 88%

dintre probele izolate sunt din solurile judeplui Galati (figura 2.4). Dupd cum se observl tn tabelul

y=o.omz,-oiomr : I 2/=0.9e2{,,ttt.
i,+/ ',//iy':',,

,/l
'/4,i

/I,/,1



obtiMea si caractsiaea dicozid hidrolmlu din Iami'lta xilm biGintetizate de sbepbqricete seLeclioMte

2.4 *au aralizat mai multe tipuri soL nisipos, sol de grldini (inclugiv sol provenit dintr-o seld de

legume), sol argiJos (figura 2.6).
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Fitura 2.4 Repartilia pe zone de prelware a probelor de sol din care sau izolat streptomicetele

frff OUrltut'a tulpinilor de steptomicete izolate tn funclie de eursa de origine a solului
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Si cdacteriaa hi&olazelor din {milia xilanue biosintetiate de selectiomte

So1 gradjn

Sol nisipos

5o1 nisipos

Sol ghivecicufloti

Sot sda, culturi de legme

Prsant pentru flori
provenien e comerciali -
produltor SC Luiza SRL

Sol teren virm

Sol nisipos

Rmegw aflat in stile de

degradile dink:u depozit de

cherestea

Sol $Adin; de zaavat

Sol vi[5 de vie

Sol gradinr

Sol €fddiii

So1 grldinn

So1 ilgiros

Tabelul 2.4 T'

27.11.2007,^w. Galali

28.11.2007, plaia Mmgalia
Constarra

13.722W,plaiaMffiia,
Comteta
2.02.200& IVes[, Galafi

4.02.200& Ueqti, Galari

13.02.200& mu. Galali

27.022008, mm. Galati

04.03.2C08, Pado$i, B@u
18.03.200& mun, Tulcea

20.04.200& Crivita Galafr

20.04.2008, Grivifa, GalaF

20.04.2C108, Gdvit4 Galafi

20.04.2008, Orivila, GalaF

20.04.2008, Cdvila, Calati

01.092008 Pettexa

Scdtisoara Alba

izolate din sol

Y2

P3

P7-1; P7-2; P7-3; P14 P7-5l P7 -6;

L Yt-$P1 -qP1 -7 qP7 -747,

P1-100;P1-104, Pl-105f 1-102
P1-108rl'l-109;Pi-1 10

P2-70; P2-11;P2-1 2; P 2-13 ;

P3-55; P3{5; P3-58,

P4-5L;P4*52;P4.54;P4-58; P4-

69;P4-79;P497;P4-99;
Pus7i

P6-18; P619; P5-20; P6-2\P6-22P6'
n, P6-24; P 6-?5; P 6-26; P 6-27 ) P 6-28 )

P G29, P 6-3U P 6-3 1, ; P 6-32)

P6-33tP66UPG67;PG73;
P7 34 P7 -35; P7-36; P7 -37 ; P7 -38, P7'
39 ; P7 4q P7 4L P 7 42; P7 - 43 ; P 7 44;
P7 45; P7 46: P7 - 46; P7 47 ;
P7 48; P7 49; w -50; P7 -56; W -57 ; P7 -
59 ; lI -67; P7 - 6?; P7 - 63;

P764;P7-66;P7-71;P7-72; P7'
74iP7-75;W-7qlr-77;P7-78;
P74DP7-BLP7-8ZP7a3; P7-

M; P7 -85; P7 -86; W -88; P7 -89 ;
P7-90;P7-9LW-92P7-93) w'
102;P7-7ffi;
P8-100, P8-13? P8-133,

Pl0-94: P10-95: Pl0-96;Pl0-98;

P11-118; Pl1-134;

P 12-77L P!2-112) Yl2-113 ;
114;P12-72OP12-127t
P72--l2B;P72-'!3L
P13-116;YIL777 ; P73-729 ;
130; P13-131; F13-136;

P L4-779, P74-120, P1,4-727 i
72ZYl41B;P74.124;
P74-125i
P15-115; P1s-135

P5

P6

PE

P9

Pl0

Pl1

P13-

F15

P15

Ll



cilacteriaea hidrclazelo! din fmilia xilaiM

Din cele 137 de tulpini izolate din probe-le de sol analizate; s-au identi{icat 126 de tulpini
aparlinAnd Grupei 25 Streptowryces conlorm Bergey's Manual of Systematic Bacteiolagy, 1994,

diferenferea flcAndu-se pe bua caracterelor culturale ale culturilor qi a aspectului microscopic.
Aproximativ 94% din totalul tulpinilor s-au clasificat ca apar$n6nd geru7d Streptomyces,3% unor
mucegaiuri din gewtlTrichoderrnaqi 1% unor actinomicete din genul Sfreptooerticillium ({igaraz.9).

Figua 2.9 Dishibulia h:lpinilor de streptomicete din totalul microorganismelor izolate din sol

Pentru tncadrarea taxonomice 1n genul Streptotuyces s-a luat ln considerile o serie de calactere
culturale specifice prin cultivare pe mediul Gauze cu agar, gi artume:

o producerea de geosmine care induc odorizarea similari cu ce a solului proaspdt arati
. aspectul pulverulent sau catifelat a miceliului aerian al coloniilor ;
. pigmentagia variati a celor doul tipuri de miceliu: de substrat qi aerian

Selectia calitativa a tulninilor cu mtivitate hemicelulozolitictr

Dupi izolarea qi cracterizarea morfologicl a tulpinilor de sheptomicete, s-a hecut la aplicarea
metodeior de seleclie calitativa, urmlrind alegera tulpinilor care biosintetizeazi enzime cu
capacitate de a hidroliza subshaturile xilan qi celulozd.

Din cele 126 de hrlpini de streptomicete izolate In cuiture pu6, 119 tulpini au prezentat activitate
hemicelulzicd, respectiv celulazici, xilanazici sau ambele. Cea mai mare parte dintre tulpim,53%
biosintetizeazf, concomitent eroime celulazice gi xilanazice. Cele cu activitatea xilanazicd cate au
fost vizate in tezf, at fost72o|. Doar 2% nu au prezentat nici o activitate. Numdrul mare de tulpini
cu activitate hemicelulazic{ explica importanla acestui gen de microorganisme In descompunerea
biomasei lignocelulozice (figura 2.13),

Tulpinile cu activifate xilanazicl pe baza indicelui de hidroliza au fost clasificate in trei grupe,
dupd cum urmeaz{:

o lnalt activg RH = 6,5...9,5



ObriBea $i caracteriaea glicozid hidrolazelor din fmilia xilroe biosintetiate de sheptomicete selectionate

. moderat active, Ru = 3,5...5,4
r slab active, Rs = 1...31

Figura 2.13 Evideryierea €apacitl$i de biosintezd a enzimelor hemicelulazice la
tulpinile de Slreptonyces spp. izolale

I

A

r

3

Figua 2.14 Clasificarea tulpinilor de Streptomyces

spp. izolate lI1 funclie de potentialul xilamzolitic

ln ce privesc enzimele celulozolitice ptoduse de streptomicetele izolate, s-^rca[zal o clasificare a

tulpinilor dupd diametrul coloniilor, dupi cultivare Ia temperatua de 280C, timp de 5 zile (figura
2.15), dupX cum urmeazi :

o tralt active, O-i*r = 18. ,.28 mm ;
. active, moderat active, O..u* = 7...17 mm ;
. slab active, iD-u* = 1...6mm.

Figura 2,75 Clasficaea tulpinilor de de
Streptamyces spp. izolate lr1 funcfie de poten{ialul
celulozolitic
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Oblinerca si cdacteriznrca glicozid hidrolarelor din familia xila*we biosintetizah de sFeptonicete seleqiomte

in urma primei etape de seleclie calitativd s-au ewidentiat 1.0 tulpini de streptomicete cu lnali
potenlial de biosintezl atat al enzimelor celulazice cit qi a celor xilanazice: Streptomyces spp.P7-50,

Streptomlces spp, P4 -51, Streptomyces spp. P3-55, Streptamyces spp. P7-72, Streptomyces spp. Pl2-
1'11, Streptomyces spp. Pl2-737, Streptomyces spp. Pl4.124, Stueptotttyces spp. P1'4 423, Streptonlyces

spp. P14 -120, S*eptontyces spp.Y,1-1l8.

S-au ales din aceste 10 tulpini pe primele trei cu potenfalul enzimatic cel mai rificat, respecfiv:
Streptonycrs spp. P12-137, Streptomyces sPp.P11-118, StrEtomycesspp'H'72(tabelall2.5).

Tabelul 2.5 Rezultatele selectiei calitative a tulpinil or de Streptoruyces producAtoare de xilanaze qi celulze

8,73

8

7,5

6,80

6,6

6,25

6,25

5,8

27

30

12

15

34

23

25

25

35

23

3

L,5

2

5

3,5

4

4

6

4

7

9

7

11

11

10

7

10

8

6

1

2

3

4

5

6

7

I

I

10

Strcptonyces spp.

Strcptofrles spp.

Sfreplofryces spp .

Strcptam.:lces spp.

Streptafrllces spp .

Streptamy@s spp.

Strept'aflWes spp ,

Streptony@$ spp,

Sbeptonlyces spp.

P11-118 ++--

P12-111 ++++f-

P7-50 +++f--

P+51 + +/-,-
P1+1 ++--

I'1.4--I2A ++--

P3-55 ++--

++++
++++

++++

++++
+t++

++++
++++

++++

++++

Cresterea eficientei selectiei prin utilizarea substraturilor cromogene insolubile

Tehnicile clasice de seleclie calitativA nu ofer{ o fidelitate a remltatelor gi o apreciere Pe criterii
semicantitative a potenlalului de biosintez5, diametrul coloniei firnd singurul criteriu de evalume

al potenfialuiui hidrolitic. Utilizuea substraturilor cromogene insolubile pe bzf, de azurinf,,

AZCL-HE Celiulose 9i AZCL-Xylan, permit developarea mei zone clare de hidroliz[ a1

substratului (figura 2.

Figura 2.17 Evidenfierea producerii de hemicelulaze prin metoda utilizirii subsbaturilor cromogenice
imolubile: a.inilial; b.dupd deroltarea stleptomicetelor qi biosinteza de enzime extracelulare

L4



Obfinerea li cdacterizarea glcozid hidrolarelor din r@ilia xilmze bio6intetizate de sheptomicete s€lecrimate

Tulpi6i 6elecllonate de "stepaomyces

gigta 2.21 Confimrea potentialului tulpinilor seleclionale de Streptofryces spp. de a produce xilamze
prin cultivare pe mediul Gawe-xilan-agar suplimentat o 0,05% AZCL-Xylan obfinut din
glume de ov{z (a) 5i AZCL-Xylan oblinut din lem de mesteac{n (b)

Aqa cum se poate obserua din figwa 2.22 tulpina codificatl P12-737 prezint& ce1 mai ridicat
poten6ial de hidrolizd a substratului xila& il:rtr-un timp de cultivare de 264h. De remarcat este ;i
capacitatea cea mai bund de adaptare a acestei tulpini care se dezvoltf, qi sintetizeazil xilanaze ln
ritr exponenlial lnci din primele ore de cultivare, comparativ cu celelalte douh tulpini cu
potenfal de biosintezx mult diminuat si o fazX prelmgitti de lag toi cazul tulpinii codificati P7-72.

Figwa 2.22 Dhmica de hidrolizi a substratului xilan a tulpinilor de skeptomicete selecliomte,
Datele reprezintf, media a doudsprezece cultuxi realizate in paralel

Cuacterizarea morfofiziolopictr a hrlrinilor selectionate cu activitate xilmzictr

S-a realizat prin cultivarea pe mediul Gauze - agar. Au fost analizate forma, culoarea coloniilor
obfinute. Caracteristicile microscopice ale coloniilor au fost studiate prin analizd
stereomicroscopicf, qi microscopicl.
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Figua 2.23 Caracterele morfologice ale tulpinilor seleclionate. a-cregerc pe mediul cu agar; b-imagine
stereomicroscop 35x; c-imagine preparat microscopic observatla microscop 1500x

Evaluarea potentialului tulpinilor seiectionate de a sintetiza enzime glicopjd-hidrolazice de tip
xilanazic in conditii de cultivare submerstr

Studiul comparativ al biosintezei enzimelor xilanolitice de ctrtre cele trei tulpini selecfionate in
urma etapei de selec{ie calitative, relevl un maxim de producfe a enzimelor xilanazice dupd 96 de
ore de cultivare, pentru tuIpina Slreptofttyces spp.yl2-'137 ctt o activitate de 8,30 UA mF, dup{ 144
de ore de cultivare penhu tulpina Streptomyces spp. P7-72 cu o activitate de 5,30 UA'rnF s,i

respectiv 4,70 UA'ml-I penbu hJIptna StrEtonryces spp. P11-118 dupf, 120 de ore de cultivare
(hgara2.26).
In ceea ce privegte productia de celulaze, se obserui un nivei minim de biosintezi a acestor eraime
pentuu toate cele trei tuipini analizate, Se observ{ un nivel maxim a1 celulazelor dup[ 180 h ln
cazul hrlpinii Streptomyces spp, P7-72, de 2,35 UA.mF, Penhu tulpina cu cea mai mue
productivitate de biosintuz6 a xilarazei, Streptotttyces spp. I>72-737, rmdamentul maxim de

t6



Obtinerea $i @actsizda glicozid hidroluelor din fmilia xilmse biosintetiate de steptomicete seleclioetc

biosintezX a celulazelor este atins dupl 200 h de cultivare, deci dupd faza de biuinbzd a

xilanazelor, iar activitatea celulazici este destul de redusl de 1,15 UA ' 6l'r (figura2.27).

Figua 2.26 Dinamica bioproducerii de

xilamze la tulpinile de StrEtofiyes spp
seleqiomte ln condigii de cultivare
submersd la tempexatura de 28oC pe

mediul cu xilan din 1% mesteactrn

ca unicd susf, de carbon

Figua 2.29 Dinamica de creEtere qi

biosintezd a xilmzelor la tulpina
S tt€ptonty @s spp. P12-137
tn sistem submers de cultivare pe
mediul de referinle cu xilm de
mesteacensisulJatde amoniu.
Datele reprezintd media determindrilor
reauzate ,n kiplicat

Figua 2.27 Dimmica de biosintezi a
celulazelor la tulpinile seleclionate de

sheptomicete prin cultivare tn condi{ii
submerse la temperatfia de 28oC pe
mediul cu 1% xilm din mesteacAn ca

uic5. sursd de carbon

Figtra 2.30 Dinamica de creqtere qi

evolulia concentraliei de proteine ln
mediul fermentativ la cultivarea in
sistem submers a Streptomyes spp.Pl2-
137

r
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6
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B
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E

I

Penhu tulpina cea mai performaftA P72-137 coreldnd dinamica de creqtere cu produclia de

xilanaze, se obsewd tn figura 2.29 ci maximul de biosintezi se atinge ln faza de trunullire
exponenliald, ln momentul in care substlatul este utilizat dtept surs{ de carbon cu ro1 structural $i
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Ct Elsa $i (@ctsiaea gli@zid hidrolazelor din Ieilia xilme biosintetizate de sheptomicete seleGonate

energetic. Curba de producfe a xilanzei prezint{ dou{ maxime uirul dupd 95 de ore de cultivile
;i alhrl dupi 168 de ore, sugerAnd faptul ca este posibil sA se sintetizeze un compiex de eroime cu
acliune succesivx.
in figura 2.30, comparAnd curba de acumulare a prot€ineior ?n mediul fermentativ ;i dinamica de
crestere a bilpirii Streptomyces spp. y72-137, se observ{ un maxim aI concentra;iei de proteinx in
intervalul 120...168 de ore de cultivale care corespunde cu perioada de biosintezd a xilanazei qi cu
finalul fazei de multiplicare exponenliali a celulelor.

Concluzii parfiale

1, S-au izolat un numf,r de 126 cultud pure de actinomicete aparlinAnd gemilai StrEtomyces
spp., din dilerite probe de sol recoltate din 4 judele : Galafi Comtanla" Tulcea, Alba.

2. Tulpinile de stueptomicete izolate au fost diferenSate pe baza caractereior culturaJe prin
cultivare pe mediul Gauze-1%midon-agu in concordan$ cu dateie prezentate de

Wendisch gi Kutzner 1992 ln Internationai Streptoanyces Proiect (ISP).
3. Din cele 126 de tulpini testate, 23% au prezentat activitate celulozolitic{, 12o/o ar prczentat

activitate xilanolittcd, qi63% au avut activitate complexd celulozolitici qi xilanoliticX.
4. Tulpina Streptomyces spp. Y12-737, s-a dovedit cea mai performantd pentru producerea de

xilanaze.
5. S-a aplicat tehnica de seleclie calitativi prin utilizarea substraturilor cromogenice insolubile

conllnand 0,0,5% AZCL (azurine cross-linkate), ceea ce a permis creEterea eficimlei selecliei
semicantitative qi evaluarea potentialului de biosintez{ a hidrolazelor extracelulare pe bza
indicelui de hidrolizd, definit ca raportul dinhe diamekul zonei de hidrolizd a subskatului,
clar evldenliate gi diamehul coloniei.

6. Extinderea utilizdrii substraturilor cromogenice pentru seleclia enzimeior exhacelulare este
profitabiiA din punct de vedere economic, reducAnd etapele de lucflr, manopera ln
laborator qi, de asemenea, necesarul de reactivi qi ustensile.

7. tn urma studiului comparativ al capacitiilii de biosinbezi a enzimelor gli"ozid-hidrolazice
de tip xilanazic, s-a evidenfiat tulpina Stteptomyces spp. Y12-\37 ca o achvitate xilanazicf, de

8,30 UA.mF, urmattr de frtlpina Streptomyces $pp, P7-72 cu 5,30 UAml'l 9i tulpina
Streptomyces spp. P11-118 cu 4,70 UA.mi'r.

8. Studiul comparativ al capacit{fli de biosintezd a celulazelor a situat pe primul loc tulpina
Streptornyces spp. P7-72 u2,!6 UA.mlr, urmatt de S treptlmyces spp, Pl1-118 cu 1,5 UA.ml"l
;i ?alpina Streptomyces spp. P12-137 cu un nivel de 1,15 UA.mLt.

9. $au studiat qi optimizat paramettii procesului de oblinere a glicozid-hidrolazelor de tip
xilanazic prin cultivarea ln condi;ii de laborator qi micropilot a hrlpinii selegionate
Streptomyces spp. P72-737. in vederea oblinerii unei productivitdti crescute ln enzimi, se

recomandd cultivuea tn condifi de agitare la 150-200 rpm, temperatua de 280C, pH 6,0,
un timp de cultivare de 120 ore qi a unui inocul sporiler tn concentrafie de 5%,

Capitolul 3 - Optimizarea compoziliei mediului fermentativ pentro inducerea biosintezei de
xilanze libere de celulaze

Microorganisme : Tulpina selecfionatA'. Streptomyces spp. Y72-737

Reactivi uiilizati: Hidroxid de sodiu NaOll; tartrat dublu de sodiu gi potasiu (lHrOoKNa.4HzO,
acid 3,S-diaitrobenzoic (DNS); acid acetic C&COOH, acetat de sodiu CzH:ONa.3HO; xilan din
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Obtirerea g @acteriaea glicozid hidrolazelq din fanitia xilauze bisintetiate de okeptomicete selecfionate

mesteacen (Carl Roth GmbH); carboximetilcelulozti L(-) - xilozi (Metck) reactivi utilizafi penhu
prepararea mediilor de culturi.
Medii de culturi: Au fost utilizate medii de culturx pentru reactivarea qi conservarea culturilor
stoc gi medii de culturl utilizate la optimizarea compozifiei acestora ln vederea oblinerii unor
productivitt$i crescute Ar xila:raze.

Echipamente: a fost utiiizat?l infrastructura de cercetare existente in cadrul Pladomei de fotmare

;i cercetare interdisciplinari,,BIOALIN,4ENT" (wwwbioaliment usal.ro).
. Spectro{otometul UV-VIS }enway 6505, Jenway;
. Shaker orbitalOptic Ivymm Sistem, Lab Companion;
. ShakerMedlineSI-300&JeioTech;
. Baia de apdJulabo F 33, Julabo;
e Autoclav RaWa AE 75 Dry, Respinar, SL;
. Ba]anla anaiiticf, Mettler Toledo XS Excellence, Mettler Toledo;
r pH-metul Metllet Toledo;
o Centrifugd l{ettich Zmhifugen Universal320 & Hefich;
. Centrifugl Hetlich Mikro 22R, Hettich;
. Nifi cu flux laminat, Cruma;
. Etuvicu convecfie natural{ 115L, modelED 115, Binder;
. Vortex V1 plus, Boeco;
r Bioreactor de laborator 1L pentru culturi de microorganisme '

Applikon Biobundle.
Metode de malizi

. Determinueaglucidelorreducitome
o Determinarea proteinelor prin metoda Lowry
. Determinarea activitd$i xilanazice qi celulazice
r Determinarea surselor de carbon utilizate de tr:Ipina selecfionate Streptomyces

spp. P12-137 folosind sistemul de identificare Biolog GP/GP2
r Testarea efechilui unor surselor de carbon asupra cre{terii streptomicetelot Si

bioproducerii glicozid-hidrolazelor
. Determinarea sursei optime de carbon
. Determinarea sursei optime de azot
o Metoda supraJetei de rdspuns pentru optimizarea compoziliei mediilor de

cultur{
. Analiza comportamentului biotehnologic prin cultivare pe agitator $i ln

bioreactot
. Metode de prelucrare gi interpretare a datelor experimentale

Rezultate gi discutii

Evaluarea efectului cditativ si cantitativ al surselor de carbon asupra cresterii streptomicetelor
selecdon4te ,i biosintezei de xilanaz{

Identificarea surselor de carbon utilizate de hrlpina selec;ionatf, Streptomyees spp. Y12-737 cv
ajutorul sistemului Biolog GP,iGI2 a pus ln evidenti o multitudine de surse reprezentate de oligo
qi poliglucide, compuqi metila{ ai monoglucidelor, acizi organici, polialcooli, compu;i
f osfoglucidici (figura 3.3).



CltrEss@r&t6'j@ hidrolazelor din fmilia xilMe biosintetizate

Se observ{ o asimilare mai slabd a xilozei ceea ce confirmi experimentul anterior (Iigura 3.2) qi o
bunf, asimilare a arabinozei. Concentralia de xilozd din sistemu-l Biolog GP/GP2 este posibild si
dep{qeascd comentraf,a limitA de Ia care tncepe inhibilia creqterii.

Figua 3,3 Sursele de carbon utilizate de hrlpim StrEtomyces ssp. P12-137 evidenliate cu GP2 Microplate
BIOLOG. (a) aspectul pldcii initial, (b) aspectul phcii dupa brmostatare la temperatura de 300C,
(c) Grila de interpretare a rezultatelor privind asimilarea surselor de carbon I Pozitiv intens, ti:

Poziti.t, a SIab pozitiv
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Figura 3,4 Efectul sursei de carbon
asupra biosintezei de xilanazi la
n:Jpi^a S tr ep lony ce s spp.P12-137 .

M-martor, V1-mediul cu 1% coceni de
porumb V2- mediul cu 1% t5raF de
grellvS-mediul ru 1% paie de g164 V4-
mediul o 1% rumegu5 de lem, V5-
mediul cu 1% carboximetilcelulozd

Figura 3.5 Efectul sursei de azot asupra
biosintezei de xilmza de c{tre
Streptomyce s spp.P'1.2-137. M -mediul
martor, N1- mediul e :t % peptond, N2-
medirrl cu 0l% uree, N3- mediul B
0,5% (Nli4)rSO4, N4- mediul cu 0,5%

KNO"

a * a t lD a a t t C {} a

a e a t l a a , a I

a s * n *
ii t$

o n ,gv!da
0

c & lir

a .l I

t a I o a c *s o

(c)

Mdii6m.ntiliue

20



Obtinsea 5i cdacleriaea Slicozid hjdloiuelor din fuilia xil@e bio€intetizate de sheptomicete selecrioete

optimizarea compozitiei mediului fermentativ prin modelare matematic{ (metoda supr4:blqi-de
r{soure)

Pentru optimizarea compozitiei mediului fermentativ ln vederea obfinerii unei produclii
superioare de xilanze extracelulre cu ajutorul streptomicetelor s-a utilizat un model
experimental factorial 23 cu compozilie centrald (CCD ,,Cenhal Composite Design,) cu 3
factori, 5 niveluri ;i 5 puncte cenhale. Modelul experimental CCD a impus concep"erea a 1s
variante experimentale, si a inclus 4 puncte de proiectare factoriali, 6 puncte pe.tru rtudii
axiale (2 pentru fiecare variabih) qi 5 studii pentru replicilea punctelor ienkalelpentru toate
variabilele s-a considerat valoarea cenkalx codificatx zero. Inierualele maxime gi minime ale
variabilelor investigate ln planul experimental in formf, achraid ;i tn formx codjficat?i sunt
prczentate fir tabelul 3.1. Activitdlile xilamzic{ 9i celulazictr, ca medii a hei determindri, au
fost coroiderate drept variabile dependente sau de rdspuns.

Tabelul 3.1 Nivelurile qi iaterualele de varia.yie ale variabilelor independente utitizand CCD

Teragedegrau.(ft;w/v},A 0,60 1,00 ,10
1,,1,6

0,78

KNO3 (7",w/v) E.: 0,04 0,20

Xlgzr(%.,:y/9 . C r_ o,oz 0,10

1,50

4,60

0^j0

2,04

1,00

0J0

2

3

::: 4

5

6

1,

'8

I
i0
1i
12

'l3
-,.14

.15

0

+1

+1,,41

-1,41,

0

0

+1

0

-1.

0

-1

0

0

0

0

0

+1

0

0

-741

0

-"1

0

+1

0

-1

0

+1,4L

0

0

0

-1

0

0

0

0

+1

0

+1

-1,11,

-1

0

0

+1,4^l

0

L,5

2

2,2

0,8

1,5

1,,5

2

1.,5

1

1,5

7

1,,5

"1,5

1,s

1,5

0,6

1

o,6

0,6

0,04

0,6
n,
0,6

1,

0,6

0,2

0,6

L,16

0,6

0,5

0,3

4,02

0,3

0,3

0,3

0,3

0,5

0,3

os
0,02

0,L

0,3

0,3

0f8
0,3

Tabelul 3,2 Matrice experimentald de variafie a variabilelor



ohrinerp, si .ararreriarea slicozid hidrolazeto! din fmilia \jldrwe biosinietizate de shepmicete seleclioMte

Cele 15 experimente s-au realizat prin oblinerea variantelor de mediu ferrnentativ conform

matricei experimentale (tabelul 3.2), inocularea tn propor6e de 5% cu inocul mixt qi cultivarea la

temperatura de 280C, 1a 150 rpm, timp de 120 ore (5 zile).

Peniru analiza modelului experimental s-a udlizat pachetul software statistic ,,Design-Expert7.0" ,

stat-Eme, lnc., Minneapolis, USA. Rezultatele au {ost modelate utilizand ecualia polinomiali de

ordinul doi, de forma:
Y=p0+ p1A+ p2B+ ftC+ przAB+ pr:AC+ paBC+.&+ B2+ C'z (3.1)

unde: Y - rdspunsul predicXionaf po - coefiiientul de regtesie; 9r, 9u 9, - coeficienli linhri; Pr:,ft:.
pr - coe{icien$ de interac$une; A, B, C - factcri experimentali (tarale de griu, KNOs, xiloz[)- 

.
Fentru estimmea patametrilor statistici s-a aplicat analiza variatiei ANOVA. Relevanla modelului

s-a apreciat gi pe baza coeficientului multiplu de determinare R? (simiiar coeficienhrlui de

regresie).

Modelarea produceii de xilanaz|

Tabelul 3.9 Mahicea modelului compoziiiei centraie pentru variabilele independente t1 valori codificate $i

t

2

3

4

5

b

7

L

9'

10

11

12

L3

L4

l5

+1 +1

+741 0

-1,41, 0

0 -1,,41"

00
+1 -1

00
-1 +1

00
-1 -1

00
0 +1,41

00
00

-L

0

0

0

0

0

+1

-1,4

-,|,

0

0

+1.,4

0

2,52

9.98

LD,69

75,99

9,17

13A

12,27

27,n

4,8

10,69

5,88

6,51

o1,

1,7

1L,3

9,37

17,31

8,02

12,08

8,02

26,45

6,12

9,37

8,02

10,55

7,83

8,C2

I::atia ca:e descrie modelul adecvat pentru biosinteza de xilanazd este urmatoarea:

Y = 8.67 ' A - 0.44 ' B + 29.61 ' C - 31.93 ' AB - 39,40 ' AC + 67.2s ' BC + 7 '26 ' A2 + 1-8'47 '

:: - :3.09 ,c2 -1,07

': - :andamentul de biosintezf,, UA mli; A ' concentraria de idrile de grdu, g%;

activitatea xilanazicA (rXsPuN)



lrldrolarelor din Imilia xileaze biosintetizate de
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Figua 3,7 Suprafelele de raspms (st6nga) 6i graficele de contur (dreapta) ce descriu efectele cantitative,
- 

"or"lutio" 
ale tirA{ei de grdt,gl/o 9i KNO3, g% (A), tAratei de grtu, g% qi xilozei, g7o (B), KNO3,

g% qi xilozei, g% (C) asupra randamentului de biosintez6 a xi\anazei la hllpiaa selecfiomtd

S tr ep tamy ce s spp. P12-137



Obtinerea $i cuactefi aea hidrolazelor din fmilia xilamze biosintetizate de seleclioMte

in urma modeHrii matematice a procesului de bioproducere a xilmuei a rezrltdt compozilia
optimd a mediului de biosintezd (g 11): ttuafi de griu 20; KTHPO4 0,075; KFIzPOa 1,5; KNOg 2;

xi\oz\1,,U solulie bioelemente 2,7 ml'l't; pH = 7,0..7,2. Compozi,tia soluliei de bioeiemente (8 11):

ZnSOt.THIO 0,14; MnSOa . HzO 915; FeSOn' THzO O5; CoCl: . 2HzO 0,2; apl distilatl 1000 ml.

Modelarea praducerii cle celulazd

Tabelul 3.11 Mahicea modelului compozifiei cenkale pentru vdiaria celor trei vaiabile ln valori codificate

1

2

3

4

5

6

7',

8

9

1o

tl
12

13

14

15

0

-1

0

0

0

0

+1

0

+1

-141
-1

0

0

+1,41

0

1,oc

nL7

0,69

1,53

1,09

ta5
2,08

1)A

'1,02

^1,26

1ro

0,88

1,38

1,42

0,51

'1,24

O,M
n7a

1,,66

1,12

124
2,05
1)L

1,05

179

1,26

1aL

1,,41

"1,o5

00
+1 +1

11,47 0

-1,47 0

0 --1,41

00
+1 -1

00
-1. +L

00
-1 -1

00
9 +t,41

00

Ecualia modelului pdtratic obEnut5 penbu biosinteza de celulazd este;

Y = l.7t-a.79A+ 4.808 - 5.50C -Z.O9AB +5-73AC - 4.9oBC -0.I7A2 + 0.0682 - 0.94C2

ln cate:
Y = randamentul debiosintezf, a celuluei, UA x mF;
A = concenhalia de ttuale de grau, g %;

B = concentrafia de KNO3, g 7o;

C = concentralia dextlozh, g,%.

Cel mai redus randment de celulazX de 0,47 UA.nrF s-a obf,nut penku varimta experimental{
rr.2 ln care concentaliile de Urale de grAu, KNQ qi xiloz{ smt de 2 g%, 1 g% gi respectiv A,L g%.

Compozilia mediului fermentativ optimizat pmtru ob;inerea unei producfi minime de celulze (g
't1): tiratldegrau20; IQHPOT 0,075; KFizPO+ 1,5; KNOs2;xilozi1;solulebioelemente2,Tml'
1'1, ptl = 7,0.,.7,2. * observl c{ acest mediu are compozilie similard cu cel recomandat pentru
producerea cu rmdament sporit a xilanazei Aceste rezultate sunt exhm de importante pentru

Iii rAspurourile ln valori experimentale $i predictriomte



Oblinerea $ wactetiaea giiozid hidrolaalor din familia xilmre btosintetiate de stssptomjete selsfimte

ob$nerea de xilanaze libere de celulaze, preparate enzimatice cu aplic#i in industda celulozei fi
hirtiei.

Suprafelele de ltrspuc (stdnga) $ gra{icele de contur (dreapta) ce deocriu efecful cmtitativ al
ttuaFi de grau, g% 9i KNOr, g% (A), tnraF de grau, g% pi xilozei, g% (B), KNO:, g% ti xilozei,
g% (C) asupra producfiei de celulaze de ctnetulpiru Streptomyes spp.I>72-137

UA r mllAativitate oeluhzioa,

z5



Oblinsea $i cilactelia!@ glicozid hidrolazelor dinfmilia xilanze biosintetiate de skeptmicete sel4fiomte
'-i

Comportamentul biotehnologic al tqlpinii selectionate prin cultivare pe mediul optimizat

i00 1r0

I

E

figqa 3,18 Dinamica de cregtere a

h:Jpnii S ttEtony ces spp.P12-137

pri.n cultivare ln sisten submers pe
mediul de referinld 5i mediul

Figua 3-,19 Cinetica biosirtezei de

xillnaza de cdtre tulpina Stre7tamyces

6pp. P12-137 prin rultivare ln sistem
submers pe mediul de referinlA $i

optjmizat

Testareacomportamenluluibiote lo
pilot

Figua 3.22 Palamebi i biotehnologici iroegistlali la cultivarea tn bioreactor, pe mediul fermentativ

optimiza! la temperatura de 280C, pH 6,0, agitare 200 rpm, aerare l vol.aer/vol.mediu, timp de cultivare

de 120 de ore. Con[olul procesului cu software-ul BioxPert Lite

rlt



Obunerea $i caracterizeea hidroluelor din fmilia xilanu e biosintetizate de

Cultivarea submersx s-a realizat in bioreactorul Applikon Biobundle 1 litru aflat ln dotalea
Laboratorului de Bioprocese qi Fermentatii din cadrul Piadormei ,,Bioalim enf' (l.igwa 3.20; figan
3.21). Procesul este controlat prin semori specifici cu cate este e€hipat aparatul. In plus, s-au
monitorizat doi parameui importang, DOao *n f i activitatea xilana zict, a cfuor talori obtinute sunt
prezentate h tabelul 3.13.

Tabelul 3.13 Paramehii

: :id.; :ii:ri.;i:l

0:0
24 . 1,,92

48 7,95

72 1,64

96 1,56

tzo 0,35

la cultivarea ln bioreactorul Applikon Biobundle, 1L

0

1,39

1,02

2,64

1,34

* densitatea opdcA a cultuii la 610 nm

Concluzii pa4iale

1. S:rrsele de carbon din compozifia materialetror hemicelulozice exerci$ efecte di{erite asupra
creqterii tulpinilor diferite de $treptomicete. AsffeL s-a evidenlat efectul stimulator al
r#inozei, manozei qi xilitolului, in concenhalii de 2%.

2. Pentru a {ormula m mediu de biosintezd avantajos qi ieftin ftr vederea utilizarii tlr condilii de
sfatie pilot qi la nivel industriaf au {ost concepute ii testate 5 variaate de mediu pentru
stabilirea sursei optime de carbon gi 4 variante pentru stabilirea sursei optime de azot.

3. Bios:inteza glicozid-hidrolazelnr de tip xilanazic de c6be stueptomicetele se realizezd cu
randament superior in medii cu 1,0 g % tirile de griu tn calitate de surs{ de carbon bogat{ in
hemiceluloze, A,2g % azotat de potasiu, drept surstr optimd de azot !i 0,1g % xilozf, cu rol de
inductor.

4. Randamentul maxim de biosintezi a xilanazei se obline ln condilijle tn care raportul optim
lntre sursa de carbon gi cea de zot este de 1:1.

5. X:Jaza poate exercita un rol de represor catabollc in reglajul genetic ai trarocdpliei genei
pentru xilmazd in concentrali mai mai de 0,5 g%.

6. Aplicarea metodei anal2ei suprafelei de rdspuns cu compozili.e centrali pentru optimizarea
rnediului fermentativ a permis obUnelea unui model polinomial de regresie cu ul coeficient
de determinare de 0,90 adetrat qi corelat cu datele ob{inute expedmental.

7. Prin modelare matematice a fost posibill reglarea procesului de biosintezd a enzimelor din
complexul glicozid-hidrolazic tn scopul obtinerii de xilanaze libere de celulaze.

8. Mediul fermentativ optimizat penhu obiinerea unui randament maxim de xilmazd trebuie sd.

conlnd 2,0 g% ttuale de griu, Q2 g% KNOr Ei 0,1 g'/. xilozl. Minimizarea producerii de
celulze se obtine la aceleagi concenkalii a celor trei suse nutritive.

9. Prin cultivmea tulpinii selectionate Streptotilyces spp. P72-137 pe mediul optimizat ce conflne
1:1;0,5 tirA{[ de grAu, KNOa gi xilozd, asigur{ oblinelea unui randament de biosintezl a
xilanazei. de 27,77 U A. ml-t.

10. Compozitia mediului fermentativ optirnizat pentru bioproducerea de xiianaze libere de
celulaze este rrmdtoarea (g I1): ttuale de grdu 20, KTFIPO4 0.075, KFI2PO4 1,5 KNC)g 2, xilozi

Z7



hidrolazelu dh familia xi1rue biosinlefmte de

11.

72

0,1, solulie bioelemente 2,7 ml.1-t. Solufla de bioelemente are urmdtoarea compozifie (g l1):

ZrtSOa'7}jl2O0.74, IvInSO4 llr00,l'6,FeSOr'7IFIzO0,5,CoCh'2lIji&)0,2,aPldisfilataPandh
1 l. Mediul optim permite oblinerea unei produclii maxime de xilanaze qi minime de celulaze'

Studiul comparativ al potenSaluiui de biosintezi a xilamzei a mediului optimizat co-mparativ

cu mediul de telerinti a demonstrat o creltere de trei ori a productivi6lii de xilanazi ln

complexul efizimatic cu reducerea la minim a producerii de celulaze'

La un vohrm util de mediu fermentativ de 700 rrl, o temperaturd de 280C, o vitezd de agitare

de 200 rpm qi o aerare de 1 vol.aer/vol.mediu x minut s-a lruegistrat un randament maxim de

biosintezd a xilanazei in bioreactor dupi 80 ore de cultivare pe mediul fermentativ cu

i""1T:"[rTffi;t' ca activ producatot de xi]anaz{ streptomvces spp P12-137 are rn
.otiportameni biotehnologic adecvat ?n condifii de cultivare micropilot qi reprezintx o tulpinx

de l;ferinld pentuu transpunerea biotehnoiogiei Ia nivel industrial'

LJ

capitolul 4 - stabilirea conrliliitor optime de recupelare, purificare 9i caacterizare a

comportamentului catalitic a xilanazelor ln sisteme model gi pe substratud

naturale

Microorganisme: Tulpirla selelionati Streptomyces lpp. Y77'137 .

Mediul fermentativ optimizat cu urmatoalea compozifie tn g lt: tirf6 de grau 20, K2HPO4 0,075,

KHzPOn 1,5, KNO3 10, xiloztr 5,0, solulie microelemente 2,7 fid l-t. Solu$a de mictoelemente are

urmatoarea comPozilie (g' lr): ZnSOq' 7 Hza 0,14, Mn SOa ' H,o 0,16, Fe SOn 7 HzO 0,5' CoCb '2

HO O2, api distilatl p6n{ Ia 1ttru"
Reactivi:

. reactivi Pentru purificarea enzimei

. reactivi pentru testarea activit$ii enzimadce

. reactivi penku caracterizarea enzimei

Echipamente:
. specuolotomekul IW-VIS Jenway 6505, Jenway;
. shaker orbital Optic Ivymen Sistem, Lab Companion;

. . shaker Medline SI-300R, Jeio Tech;

o baia de apdJulabo F 33, Julabo;
r autoclav Raypa AE 75 Dry Respinar, SL;

o balanta analitic{ Mettler Toledo XS Excellence, Mettler Toledoi

. pH-metrul Metller Toledo;

. centrifugd Hettich Zentrifugen Universal 320 & Hettich;

. centtifugi Hettich Mikro 22& Hettidr;

. ni$f, cu flux laminar, Cruma;

. etuv{cu convectie naturah115L, modelED 115, Binder;

o vortex V1 plus, Boeco;
. concentrator sub vid, Martin Chist
. sistemul de qomatografie IIPLC: pompa IASCO PU-98O injector Rheodyne 7725i

cu bucll de injecfe ie 20pL camera de termostatare coloane JETSTREAN4, detector

pe baza indice-lui de refiactie ERC-7515A. Coloam folositd a fmt Coregel87H3;

o linia de electroforezd Diamedix P8-1.1.
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Obmncrca si caractdizilea sU.ozid hidjolazelor din tmilia rilme brosintetizate dc sueptomicete selecilonate

--

Metode de malizi
. Precipitarea {rac}ionatit a proteinelor cu s{ruri neutre prin procedeui ,,salting out"
o Determinarea ?roteinelor prin metoda Lowry

' Determinarea activit{lii xilanazice gi celulazice
o Determinareaglucidelorreducitore
o Dializa ftacliunilor oblinute prin prmipitare cu sulfat de amoruu
r Caracterizareaxilanazelorprinelectroforezd
r Caracterizatea proprietXtilor catalitice ale prepriratului enzimatic partial Purificat cu

activitate xilanazici
. Determinarea spectului de hidrolizx enztmaticf, a xilanului prin cromatogtafia HPLC

o Hidroliza enzimatica a xilanului din paie de grlu pentru ob$nerea de xilo-oligoglucide

cu rol de ploteclie

Rezultate !i discutii
Purificarea pglEgl4-ei[3!@i sintetizau de tulPina selectionata ShePtomyces spp' Pl2-137 p-Lb

procedeql-!&l@qq(

Tabelul 4.1 Purificafea preParahrui xilamzic Prin Precipitare .u sui{at de moniu

Extr4ct
brut
F1

E1

F4

F5

F6

0,124
o,022
0,019

0,018

0,a23

0,018

9,027

0,027

1349
0,417

0489
0,554

0,574

0,818

0,985

0,333

10,884

18,955

25,737

30,n7
ILOqA

45,44
36181
12334

100

30,91

36,25

41,07

42,55

64,63

73,02

24,68

t
1,74

2,36

2,83
774

4,18

3,35

1,,13

40

50

55
50

65

80

90

2A

6
5
q

5

5

5,5

6

Elicienla purificdrii s,a estimat prin calculul activiialii specifice calculatd ca rapo1t lntre activitatea

erzimaticl gi conlinutul de. proteine din exkactul enzimatic. Aceasta inregistreazi o creqtere pe

parcursul etapelor de purficare devenind maximd gi constantd pentru enzima in-stale PuId-
inainte de a ie realiza precipitarea, preparatul enzimatic brut a fost concentrat de 13 ori tn
concenhatorul rotativ sub vid Martin Christ. Rezultatele ob$nute sunt Prezentate ln iabelul4.1.

Eroima nu precipitl lntr-un domeniu strict a1 concentraflilor, ea fiind repartizatd ln mai multe

fracfii ins[ cele mai mari concenkagi se oblin la saturalii de 65% ;i 80%.

Fractiunea cea mai activd F5, pentru care {actorul de purificare esie ce1 mai mare (4,18),

corespunde la 65% saturalie. in acest caz s-a oblinut un randament de recuperare a eroimei de

60,637,. Activitate xilanazica semnificativf, a fost eviden{iatx qi in lracflunea F6, obiinutx prin
precipitare Ln prezenla a\A% saturalie (NH+):SO+, (figura 4.6)
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Olrtineiea si calacteriaea glicozid hidrolazelor din Iamilia xilmaze biosintetjzate de sheotomicete selectiorote

40 50 s5 60 65 80

Saturaiie sulfat de amoniu, %

! Xilanaza Tn preparatul enzimatic brut

s Xilanaza ln fracliunile purificate
I

Figua 4'6 Reruperarea xilanazei pdn P(eciPitee ru sulfat de amoniu

Evidentiereaprop-jetddlorelechoforetic x
"137

. . )fiLs15 lunsi(, lln

. . .lrtdlbds.mr re@i ,

. ::!3kg

i t rlf.. aoili.r. 58i0.

ilbvrninr i.ri., borJni .

: 6'r re

x
'6i 80%
F
{ 60%

f tox
:> ,"-
4.

o%

Figua 4,8 Proprietatile eleckoforetice ale xilamzei sintetizate de tulpim S/reptamyces IPP'P12--137- A)

(1"- supematant cultural 2 - precipitat sulfat de amoniu saturatie 65 ?6 3 - PreciPiiat sulfat de amoniu

satutati" AO %, M - mrtori proteici) cornparativ cu ahe xilanaze descrise ln literaturd; B) Stre|tomyces

cyareus SN30 (Yan et a1.,2008\; C) Paecilontyces themophila 118 (Li et al., 2005)

3s i 11,

B.
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Oblirerea $i caracierizilea glicozid hidrol@lor din fuilia xilruze biosintetizate de streptomicete selecfiorute

S'a utilizat electroforeza clasicd utilidnd ca suport folii de acetat de celulozi. Dupd 30 minute de
migrare gi developarea electroforepramei s-a evidenliat prezenta unei benzi unice atat pentru cele 2
fracfuni puri{icate pdn precipitare (poz-i[a 2,3) cat qi penhu exhactui brut (pozitja 1) (figura a.8).

In toate cele hei cuuri bemile vizibile corespund cu xilaaaza oblinut[ din Trichnderma rcesei, cu
greutatea molecularX de 23 kDa- Lipsa altor benzi relevd faptul ctr atit lracliunile prepurificate cit
qi extractul brut contin proteine de balast probabil cu masi molecularf, mai mee decit zona de

electroforez{ testati.
Valoarea greutdlii moleculme de 23 kDa este similare cu a multor altor xilanaze din familia 11 care
au fost descrise 1n literaturd, cuprinse turhe 20...26,5 kDa (Ym et a1.,2008). Ninave et a1., 2008 au
obginut o xilanazd prin cultivarea tulpnei Streptomyces cyaneus SN 30 pe substrat cu tdrdle de grdu
(figura 4.8 B), pentru care prin eleckoforezf, SDS-PAGE s-a evidenliat o singur{ bandd
corespurzitome mei g1eutf,1i moleculare de 20,5 kDa,
Aceaste date confirmd cf, erzimele apa4in grupului 11 de xilanaze (enzime cu greutate molecular{
scXzuti - proieine bazice) in corelalie cu clasificarea propus{ de Wong et al. irl 1988.

Evaluarea comportamentului catalitic a1 xilanazei partial ourificate

d

[igura 4,12 Efectul pH-ului asupra activitdtii
xilmazei sintetizate d.e StrEtnnyces spp.
P12-137 se?Nafl ?ria precipitare cu sulfat
de amonirL 65% sahrratie

aqu. ar4.q&d'
r 016ff-qd)M*-3

Figuta 4.13 Efectul pH-ului asupra activitdlii
xilanazei sintetizate de Streptomyres spp. P\2-737
separatd prin precipitare cu sul{at de amoniu, 80%
saturafie

Figua 4.16 Varialia acrivitdfii xilanazice tn
furofie de temperaturi (ftacliunea separatd la
65% saturalie sulfat de amoniu)

Figua 4.17 Detelmimrea temperaturii
optire de activitate pentru fracliwea
de enzimd parfial purificata Ia 80%

saturafie sulfat de amoniu

Vr.'1,*2i0,2!?pH
r.cr07{ 6,": qir!*2f !!3
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Obfinerea {i clacteriaea glicozid hidrolazeior din familia xilanaze biosintetizate de sheptomicete seltrFomte

0,+

0.3

o.2

0,1

Comportamentul cinetic al xilanazei partial Burificate

Kr: = 0.2012
Y na, = 0.4742

3

1S

ti

01234
Concontatla de 6ubstrat (xilan) g%

Figura 4.20 Varialia vitezei de hidrolizi a
xilanului sub aclirmea xilaruzei separattr
prin precipitare la 65% suUat de amoniu.
Colelatia dinte viteza reacliei de hidrolizd
a substratului gi concentratia de substrat in
reprezentarea Lineweaver-Burk (graficul
din dreapta)

o1zXr,' Concentratia de substrat (xilan) 9%

Figura 4.22 Y analia vitezei de hidrolizi
a xilanului sub acliunea xilamzei
precipitate la 80% saturafie sulafat de
amoniu. Reprezentarea paramebilor
cinetici a reac{iei de hidrolizi a

xilanului tn conformitate cu modelul
I-ineweaver-Burk

Figura 4.21 Corelatia dintre viteza
reacqiei de hidrolizd a substratului li
concentra{ia de substrat in
reorezentaiea Eadie - Hofstee

v/[s]

Figua 4.23 Corelalia dintre viteza de
hidrolizl a xilanului gi concentra{ia de
substrat conform modelului Eadie-
Hofstee

Analiza comportamentului catalitic al celor doui fracliuni cu activitate x:lmazicl, separate prin
precipitare la sahlralnde 65% $i 80% sulfat de amoniu, conduce la concluzia cd cele doui fracf,mi
reprezinti izoenzime cu proprietefi uqor diJerenliate. Existenla celor doua enzime a fost

Kr,: = 0.0386
V*,= 0.6314
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Obfinerea $ cilacterizaea gficozid hidrolazelor din faoilia rilmu e biGintetizate de streptomicete selecfiomte

predic,lionat?i $i anterior prin evideni.erea a dou{ maxime de biosintezi a xilanazei dup6 96 h 9i
168 h de cultivare.

ComparAnd rezultatele obfinute cu datele din Iiteratura de specialitate se corstatd cd xilaaazele
sintetizate de hrlpina Streptotnyces spp. P12-737 au activitate superioarl qi proprietiti catalitice uEor

diferenliate compalativ cu enzimele obfnute cu alte tulpini selec{ionate de streptomicete (tabelul
4.e).

Tabelul 4.9 Propriet6;i1e catalitice ale mor xilanaze descrise tn literaturd 5i ale enzimelor sintetizate de

Comnortamentul hidrolitic al oreouatuluixilmazic brut asuDra subshaturilor xilanazice

Din considerente de ordin economic, pe de o patte, qi pentuu a valorifica potenlialul hidrolitic al

enzimelor din complexul eroimatic brut, pe de altX parte, Fa studiat comPorhmentul enzimatic al

preparatului xilanazic brut asupra xilanului comercial gi a xilanului oblnut din paie de grdu.

in condif,i optimizate de reac{ie s-a analizat prin cromatogtalie HPLC profilul compugilor de

hidrolizi aI xilanuiui comercial (exkas din mesteacan) sub acliunea preparatului xilanazic brut

tulpim selerfiomti Strrptmy ces spp. P12-137

lillfrf,Ett-.::
ta:.::;:..::::: rltat:i:il*'i:*:i,;iiiii

ltvitrtqJliTe{!fttrS1
ry#*r.I;"sgiel

:,;aEryf q!:::rw!Pgh'j 
Y.E ; t.!{etenr.rF

::.oiHsi.TSFtaq,F. 4iPi'trtrtdedIice
^."_ $"_1, ..i.: .l

TleffroaerlitoinYces
thawhilns

1% xilm +

peptmd
500c

PH 8,5
4 ztle

i8 65 8,5 2,0
(6soc, PH

8.51

Kafli ct al.,
200L

Str,ogtQmw' spp.

QGt 13

Hra{e de
greu pH 8,0

7,5 50 8,5 7,0
(s@CpH

qo\

Beg et a1,,

2000

StraptofrVw qlbus

arcc30a5
1% xitan +

extract de
&ojdie

3(FC
p11.7,5

5 zite

12 60 6,5

(550C, pH
6,5)

Antanopouios
et a1.,

2001

c*pid.ryarus
1 % xilan 370C

pH7,5
5 zile

22 65 5,5
(550C, pH 5,5

Maheswari !i
Chadra,
2000

Stftptofryce$
roseiscbrotiflfr

t% xilm 370C

p}{7,5
16 60 7,0 NR Crabski $i

Jaffries,1991

btrept0qy@s spp. 1 % xilan
1% paie

NR
NR

5
14

50
5C

8,0

8,0

NR
NR

Lumba $i
Pminuck,
1992

5tftptofry@9 spp,
Ab 106

1% xilil
trestie de
1Y. zal,At

550C

pH7,5
5 z:Je

550C

pH7,5

8

13

60
60

60

69 6,4

Techapu et a1.,

2042

>O"pfimyw sw.
P12-737 exilactbrut

2% ttueE
de grau

280C

pH60
5 zile

70 5,5 ND

ND - nedetemlnat. I Activitatea xilma/c6 a fost exprimatA in UA confom definillei
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obdnerea si cdacreriaea stcozid hidrolaalor dir, [orilia xilawe biosintetizate de strePtomicete scle.TioroF

sintetizat de tulpina strcptomyces spp. P12-1.37 dup{ 95 h de cultivare in condilii fermentative

optime.

M61d. da hidbna

Figura 4.25 Randamentul de hidrolizd
al xilmului prin hidrolizd acidi 5i
eroimaticd.l,hidroliza acidt: 2.

hidroliza cu exoxilmaza comercialA; 3,

hidroliza cu preparatul xilamzic brut
S tr ep t ofl1r u s spp. P12-137

Figura 4.25 Dimmica de hidrolza
euimatirf, a xilanului oblinut din paie

de grAu (date obfiaute prin
cromatosrafie HPLC)

Figwa 4,27 Cromatograma probei de xilan supmd hidrolizei acide



caractetiaea hidrolazelor din fmilia xilffi€ biosintetizte de

Figura 4.28 Cromatogramele HPLC ale hidrolizatelor din xilan din paie sub actiunea exo-xilanazei
comerciale (sus) qi preparatul xilanazic de Sfie?toffiyces 6pp. P12-137 brut nepurificat (ios),
dupa 24 h de katament

Concluzii par{lale

S-au studiat si optimizat condiliile de separare a ftacliunilor cu activitate xilaaazicd din
prepaatu.l eroimatic brut oblinut prin cultivmea ln condilii fermentative optime a tulpinii
selec!.onate Srreptomyces spp. Y12-137.
Prin precipitare cu sulfat de amoniu s-au separatla saturalii de 65% qi9}ok dou{ fracliuni
active, oblinandu-se un grad de purificare al enzimei de 4,18. Cel mai mare randment de

recuperare al enzimoi s-a oblinut la o saturalie de 55% sulfat de amoniu, Ia ca(e activitatea
specific{ este maximd 45,44 UA.mgt proteini gi randamentui de purilicale d,e 6A,63%.

Fractiunile active enzimatic separate prin precipitare cu suLfat de amoniu au comportarnent
diferit tr ceea ce privesc condiliile catalitice de activitate optimi (pH, temperaturA,
stabilitate) qi totodatit acfioneaz{ diferit comparativ cu preparatul enzimatic bru! ceea ce

expfica capacitatea tulpinii selecfionate StreptottLyces spp. P12-137 de a sintetiza un complex
r.ultienzimatic.
Propriet{ile structurale qi catalitice ale xilanazelor sintetizate de tulpina Streptomyces spp.
P12-137 sunt similare cu ale altor enzime din aceastx categorie sintetizate de sheptomicete
descrise tn literatura de specialitate.
Potenlialul de hidroliz[ a substuatuIui xilan este superior ln cazui xilanazelor sintetizate de

tl:Jpma Streptamyus spp. P72-137, fapt certificat prin analiza parametrilor cinetici ff.- Ei
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Obtirerea $i cdacteri@ea hidroiarelor dirr luilia xil@e biosinletizate de sele4ioMte

KM) qi analiza cromatoglafici (HPLC) a produqilor de hidrolizi compaativ cu produsele
obtinute prin hidroliza acidi sau prin acfiunea unui preparat comercial de exoxilanazi
fungpcd, (Tricho derma r e sei).

6 Preparatul enzimatic brut, obginut cu tulpina Streptoruyces spp. Y12-737 reprezint5 un
preparat ce poate fi tecomandat pentru utilizare practicd pentru modificilea substatudlor
xilanazice naturale, cu implicafii deosebite fir bioconversia degeurilor agroindustriale,
prelucrarea materialelor hemicelulozice, obqinerea de alimente funcgionaie.
Xilooligoglucidele oblinute prin hidroliza xilanului pot fi utilzate tr compozilia dileritelor
ptoduse alimentare (produse lactate, produse de panificalie) datoriet rolului de protec{ie
asupra mucoasei colonului qi de reglare a dezvoltdrii florei mcrobiene de la acest nivel.

C.CONCLUZI GENERALE, ASPECTE ORIGINALE SI PERSPECTIVE DE CONTINUARE A
CERCET,{.RILOR

Concluziile genetale care rezidi din studijle realizate tn acord cu obiectivele ptiinlifice aie tezei de
d octorat sunt urmatoa-rele:

. Sheptomicetele, bacterii filamentose, larg rlsplndite in microbiota solurilor, reprezinte
surse pohnqiale importante pmtru oblnerea enzimelor implicate ln hidroliza substraturilor
hemicelulozice (celulaze gi xiianaze).

. Majoritatea hrlpinilor de streptomicete izolate qi testate au demonstuat capacitatea de a

sintetiza cohplexe enzimatice cu activitate celulozoliticd s,i xilanolitici.
. Prin optimizarea conditiilor fermentative este posibiltr coordonarea mecanismului de

biosinteztr ln sensul intensificdrii biosintezei unui tip de enzime tr dekimentul altor4
corelat cu aplicaliile practice ale preparatelor oblinute. Astfel, s-a denftonshat posibilitatea
obtinsii de xilanazd liberX de celu-laze prin controlul compozitiei mediului fermmtativ.

. in conditii biotehnologice controlate, tulpina seleclionad Streptomyces spp. Yl2-137
sint€tizeazd un complex de enzime xilanazice,.cu pfoprieta$ catattice particulare, dintre
care dou{ fraciiuni sunt evidente qi pot fi separate prin precipitare cu sulJat de amoniu Ia
saturagii de 65% qi 80%.

o Pentru aplicalii practice este eficientf, utilizarea preparatului evimatic brut cu activitate
comPlexe/ care prezintd o putere hidroliticd superioarf, a xilanului cu aplicafii practice
deosebite tr bioconversia subshaturilor natu:ale hemicelulozice ln produse cu valoae
economicf, qi pentru cresterea calittrtrii viefii.

Cercetiri.le realizate gi rezultatele oblinute relevi o serie de elemente originale ale tezei de
doctorat cu impact qtiinlific qi aplicativ. dup{ cum urmeazi:

r Studiile au abordat ln premier{ ln RomXnia posibilitatea utilizdrii sfeptomicetelor ca sulse
importante de enzime comerciale pentru bioconversia compuqilor hemicelulozici.

. 9au studiat qi eficientizat etapele cle izolare gi selecfie a tulpinilor de sffeptomicete activ
producitoare de hemicelulaze prin aplicarea r:nor tehnici moderne de selecf;e calitativd
bazatt pe utilizarea substraturilor cromogene insolubile pe bazi de AZCL (engL azurine
cross-Iinked).

. S-au identi.ficat prin modelare matematice condiliile fermentative tn care este posibili
oblinerea ln condifii naturale, a preparatelor xilanazice libere de celulaze. Acest aspect
prezint{ o importar}[ deosebit{ facilitind conholu] biosintezei de xilanaze libere de
celulaze qi creqterea efi€ienlei economice prin reducerea etapelor de purificare.

36



Obtinerea si cdacterizdea hidrolarelor din familia xilmaze biosintetizate de

. S-a demonstuat complexitatea Iunclionalf, a xilanazelor sintetizate de sheptomicete gi

posibilitatea coordondrii activitd'fli catalitice 1n procese dirijate de biotransformare a

xilanilor in sisteme model qi sisteme alimentate.
Aceste studii deschid noi perspective de continuare a cercetirilor cxe vizeazb utilizarea
preparatului xilmazic sjntetizat de tulpina seleclionati Streptomyces spp. P12-137 Penku
modificarea structutalX a xilanilor ln vederea oblinerii de xilo-oligoglucidelor cu rol de proteclie,

cu impact deosebit pentru sdn{tatea populaliei gi cre$terea calitdtii vie[ii

REFERINTE BTBLIOGRAFICE

1. Adanrs, E.L. (2001) Deaeloping molecu.Iar probes in arabitoxylan structurul analysis using

atomic force miuoscopy. PhD thesis, University of East Angli4 Norwich, LrK.

2. At,Z.,Jiong,Z.,Li,L.,Deng,1N., Kusakabe, I-, Li, H. (2005) Irrmobilization of Streptomyees

otiaaceoaiidisE-86 xylanase on Eudragit 5-100 for xyio-oligosaccha.ride production. Process

B i o che m., 40 :27 07 -27 74.

3. Badhm, A.K., Chadha, B.S., Kaur, J., Saini, H.S., Bhat, M.K, (2007) Production oI multiple
xylanolytic and cellulolytic eruymes by thermophilic fungos Myceliophthora spp. lMI
387 099. Biore sour.T echnol,, 98:504-510.

4. Bahrim, G. (1998) CercetAri privind oblinerea glucozimerazei cu aplicalii ln industria
alimentarfl Teza de doctorat, Universitatea din Galafi.

5. Bakim, G., Nicolau, A. (2002) Biotehnologin prcparatelor enzimaticc, Editura Academica,

Galg., pp 17-19.

6. Bakir, U., Yavascaoglu, S.,.Guvenc, F., Ersay& A. (2001) An endo-p-1,4-xylanase from
Rhizopus aryzae: production, palflal purfication and biochemical characterizalton. Enzyme

Mi crob T e chnol., 29 :328-M.

7. Bentley, R., Meganathan, R. (1981) Geosmin arrd methylisoborneol biosynthesis in

Stueptomycetes, FEB S Letters, March, Y oL725, 2, 220-222.

8. Bhat, M.K. (2000) Celluiase and related enzlmes in biotechnology, Biotechnology Adtances.

18, 355 - 383.

9. Bin, M.A., Franco, T.T. (2000) Exttaction in aqueous twophase sys@ms o{ alkaline

xylanase produced by Bacillus pumilus and. its application in kra{t pulp bleaching' /
Chromato gr 8., 7 43:349 -56.

10. Bissoon, S., Christov, L. and Singtr, S. (2002) Bleach boosting effects ol purified xylanase

lrom Thennomyces lanuginosus SSBP on bagasse pu1p, Process Biochem.,37:567-572.

11. Buchert, J., Tenkanery M., Kmtelinen, A,, Viikari, L, (1994) Application of xylanmes in the

pulp and paper industty. Bioresour.Technol,, 50:65-72.

12, Chan, A.Y., Chao M.M., Lo, H.M., Leung Y.C., Lim, B'i. (2002) A dual proteir expression

sysiem in Bacillus subtihs. Protein Expr, Purif,, 26:337 -*2.

13, Cheng H.L., Wang, P.M., Chen, Y.C., Yang, S.S., Chen, Y.C (2008) Cloning
characterization and phylogenetic relatiorship-encoding gene trom Streptomyces

thermonitrificans NTU-88, Bioresour, Technol., 99: 227 -231.

14. Cherry, J.R., Fidantsef, A.L. (2003) Directed evolution of industrial enz)trnes: an updaLe.

Cur s. A pin, B io t e chno 1.,14: 438- 443.

15. Chivero, E.T,, Mutukumirq A.N., Zvauya, R. (2001) Protial purification and

characterization of a xylmase enzlme produced by a micro-organism isolated from

selected indigenous fruits of Zimbabwe. Food Clum,,72:179-85.

37



obtinerea si .dacteri4ea glicozid hidlolazelor din fmilia rjlmae biointetiTate de streDtonicete selecfiomte

15. Choi, I.D., Kim, H.Y., Choi, Y.i' (2000) Gme cloning and characterization oI

a.gtucuronia*eolBaallusstearcthrffi'ophilusNo.263.Blosci.Biotechfiol.Biachem.,64:2530.
2537.

12. Cieemput, G., Hessing, M., oort, V.M', Deconynck,-M'' Delcoul' t'A (997\ Purification

and characterization or pb-xytosldase md an endo-xylanme from wheat flow, Plant

P hY sinl., 713:.37 7 -385.

18. CJha[ F.M. (2006). Towards a conceptual and operational union o{ bacterial systematics'

ecology and evolulion. Phil, Trans,R'Soc', 361:7985-1996'

19. a;;;;i*, M.P. (1992) Xylans and xylanmes,-in: Visset J'' Beldman' G'' Vorogen' A G'J'

edidrs, hogress in Biotuhnology voL7, Amsterdam, p'11.3' -139'

20. Derewenda, U., Swenson, t-i"Cteen, R, Wei, Y,,Morosoli' R'' Shareck' F' Kluepfel D''

Derewenda, Z.S. (1994) Crystal structure , at 2,6 L resolution' af the SttEtonyu2 ttytlans

!1r"*n e, u *u*t", ot t(e n fa-ity of p-1,r1-D-glycanases'l'Biol' Aum''269:20871'20814'

21. dupond, C., Roberge, M., Shareck, !', l'torosoE, n'' Kluepfel D'(1998) Subsbate-Uiliins

domains o{ glycanases iom Streptonyces littidnns: characterization of a new family of

xylan-binding domatns. Biochtm 1., 330:41-45'

22. DlItg, c.H,, iiang, 2.Q., LL x.i'., ri, r.r., xrylale, I (2004) Hish activitv xvianase

proiuction by stiep torryces olioaceoairidis E-86. World. !. Mictobiol, Biotechnol., 20:7-10.

23. ifores, M'E., Perez, R., Huitron C. (1997) p-xilosidase and xylmase characterization md

production by Sfre Ytorxyces spp. CH-M-1035, ktt' Appl Microb" 24:410 - 415'

24. Gaboriaud, C. ,Bisseyl V.,'iencheuit, T., Mornore J'P' (1984' Hydrophobic-cluster

analysis: an efficierrt ie* -uy to compare and'amlyze amino acid sequences FEBS Letl"

224:149-155.

25.Galante,Y.M.,DeConti,A.,Monteverdi,R'ApplicationofTachodetmaenzymesintextile
industry.krI.Iarman,G.F.,Kubice!C.P.,edito$.Tichoderma&Gliocladium_Enzymes,
biologi.il contrcl and. commercial applications vol. 2. Londor Taylor & Francis,1998a. pp.

311-26.
26. Garg, A.P., McCarthy, A.J., Roberts, i.C (1995) Biobleaching ef{ect of SttEtonryces

thtilwiolateu, *yhr#" piepa,ation on birchwood kraft pulp' Enzyme and Miuabial

T echnolo gY., 1&:261' -267'

zz . Ceoryeii, L A. (2003) Enzimologu Genetald, Editura Acad emicd' Gala$' pp 62'177 '

28. Georis ]., Giarmotta f., nuyl n'Dl, Grmier B , Frere, J M (2000) Furificatio" Tl.pt:ftti*
. of three endo-p-1,+xylauses produced by StrEtomyces spp' skains38 Yh:l-litr"'-

their ability to enhance the blea-ching of ka{tpulps'-razy*: M*'l .T:*y}:',76:-t'7&85
29. Gi1kes, N.R., Heruissat, B , Kilburob.G., vitttt )', RC , Wrren' R A I' (1991) Domairo in
-- 

microbial p-1,r1-glycanases: sequence conservatior; function' ard enzyme famllies'

Mictobiol Reu., 55:303-315.

30. Gleru L.H., Wushawsky, I., Sharp, M.,L. (2001) Macromolecular Chromogenic Substrates

for Measuring Proteinase Activity, Clinical Clwruistry, a7 Q):215-222'

31. Han, S.O., Yukawa, H., Inui, tr'L,'Doi, R'H' (2003) Regulation of expression o-f c:il,y!^:"-n

cellulase and hemicellulase genes in Ctostridium cetlilooorans. l. Badeiol., L85:6067-6075'

32,Hapwood,A'D.(2007)Strep'-nmycesmNatureand-Medicine,OxfordUniversityPress'Inc
198 Madison Avenue, New York, New York 10016;

33. Hazlewood, G. P and Gilbert, H' l', \7993) Molecular biology of hemicellulases'

Hemicelluloses and Hemicellulases, Coughlan, n'l n qi Hazlewood' G' P Eds" Portland

Press, Londoo 103.



Obfinerea !i cracteriaea glicozid hidrotazelor din familia xilmee biosintetizate de streptomicete selecfionate

an

35.

36.

37

38.

39

Llech, J.X. Fiores, S.H,, Hertz, P.F. Ayub, MAZ (2005) Optimization cf cellulase-iree
xylanase acdvity produced by Bacilius cailgulans BL69 in solid stat€ cultivation, Process

Biochem., 4A:107-112.
Henrissat, 8., Bairoch, A. (1996) Updating the sequence-based classification of glyc65yl
hydrolroes. Biochem 1., 31-6:695-696.
Huang, Y., Li, W., Warg, L., Laroo! B., Vancanleyt, M., Rodrigrrez, C.,Liu, Z,Swtngs,J.,
Goodfelow, M. (2004) Stueptomyces glauciniger spp.nov./ a novel mesophilic
stleptomycete isolated from soil in south China, Intemat. l. System. atd Ez:oluhonary
Micrab., 54:2085 - 2089.

ieffries, T.(7996) Biochemistry and genetics ol microbila
xylalases.Cuft eflt. O pin.B iotechnol., 7 :337 -M2.
Jers, N, Villadseru J., Gmr, L. (2003) Bioreaction engineeing principles, Second Edition,
Kluwer Academic Plenm Publisher, New York.

Jiaag,2.Q., Deng, W., Li, X.L., Ai Z.L.,Li,L.T., Kusakabe, I. (2005) Characterization of a
novel, ultra-large xylanolitic complex (xylanosome) from StrEtotulyces oliaaceoaidisF,-86.
Enzyme Mixob, Technol., 36:923-929.

Jin M.A., Kim, Y.K, Lim, W.J., Hong, S,Y., Ao C.L., Shi& E,C., Cho, K.M., Choi,8.R.,
Kang, J.M., Lee, S.M., Kim, H., Yun, II.D. (2005) Evaluation of a novel bifunctional
xylanase-ce1lulase constructed by gene fusion, Enzyme Microb, Technol., 36: 989-995.

Jorgereen, H., Kristemen, J.B., Feiby, C. (2007) Enzlmatic conversion of lignocellulose
into fermentable sugars: challenges md opportunittes, Biofuel, Bioproducts, Biorefining.
www.interscience.wile]z.com accesat 27.09.2008.

Jurcoane, S. et a1..(20M) Trutat de biotehnolog.re, Vol.1, Editura Tehnic{, Bucureqti.
Kapoor, M., Kuhad, R.C. (2004 Immobilization of xyianase fuom Bacillus pumilus strain
MK001 and its application in production of xylo-oligosacchxides. Appl. Biochrm,
B i o t e chnol,,7 42:125 -1 38.
Keith F. Chartet (2006) Streptomyces inside-out a ncw perspective on the bacteria that
provide us with artibioncs. Phil. Trans. R. Soc, 8,,361,:761-768.
Kelema& G.,H., Buttner, M.,1. (1998) lnitiation of aerial mycelium forrnation in
Streptomyces, Cwrenl Optnion in Micrabiology,l: 556 - 562.

Kieser, T., Bibb, tvl.J., Butbrcr, M.J., Chater, K.F., Hopwood, D.g. (2000) Practical
Streptomyces Cenefics, Notwicfu John lrmes Foundation, UK.
Komiyama, H., Enomoto, A., Sueyoshi, Y., Nishio, T., Kato, A., ishii, T., Shimizu,K
Shuctures of aldouronic acids liberated from kenaf xylan by endoxylanases from
Streptomyces spp. (2008) Carbolrydrale Polryers, Elsevier Ltd., www.elsevier.com, accesat
12.A1.20(t8.

Koukiekolo, R., Cho, H.Y,, Kosugi, A., 1nui, M., Yukaw4 H., Doi, R,H. (2005) Deppadation
oI corn fiber by Clostridium cellulworans cellulases and hemicellulmes and contribution of
scaffolding protetr. Cbp A. Appl, Enailon. MicrobiaL, 71:3504-3511.
Krengel U,, Dijkstra, B.1{, (1996) Three-dimensional structure of endo-1,4-p-xilanase I
bom Aspergillus nlger: Molecular Basis for its low pH opAm, l. Mol, Biol., 263:70-78.
Kuhn, S., Lompef j., Shohl W.R. (198!. Isolation and characterization o{ a temperate
bacteriophage frorl:. Strcptotfiyces galilareus. Appl .Enairom. Microbiol., 72:2708-2713.
Kulkarni, N., Bhendye, A., Rao, M. (1999) Molecular and biotechnological aspects of
xylanase, FE},4S Microbiol Reo.,'23:477-4 6.

48.

41.

42.

43.

45.

50.

51

39



Ob,Tinerea $ Gacterizdea glicozid hidrolazelor din fmilia xilanaze biosintetizate de streP!9!!9Ejg:g9l3s-

-:

52.

53.

J+

55.

La-Grange, D. C., Ciaeyssens, M., Pretorius, I. S., Vm-Zyl, W. H. (2000) Coexptession of
the Bacillus pumilas beta-xfosidase (xynB) gene with lhe Tichnderma rcesel beta-xylamse-

2 (xyn2) gene in the yeasl Saccharomyces cereaisiae. Appl. Microbiol. Biotechnal, 54:795-200.

Laing E., Mersinias,V., Smith, C.P., Hubbard, S,I. (2005) Arulysis of gene expression in
operons of Stueptomyces coelirolor, Gercme Biology, 7:R46, httlr://genomebiology.conr,
accesat In martie 2008,

Leonid, N., Teru I.M.W.T,, Kim, M.K. (2004) Development of a plate technique fot
screening o{ polysaccharide-degrading microorganisms by using a mixture of insoluble

chromogenic subsiates. l. Mictobiol. Methods., 56:375-382.

Lirl J., Yuar, X., Zeng, G., Shi, i., Chen, S. (2006) Elfect of biosu#actant on cellulase md
xylanase production by Trichodema uiidae n solid substrate fermentation, Process

B i o che m, 41.:2M7 -2351.

Maciel C.H., Vardenberghe, L,P.S., Windson, C., Haminiuk, 1, Fendrich, R.C., Bianca,

B.E.D., Brandalize, T.Q.S., I'andley, A.., Socoli, C.R.. (2008) Xylanase production by

Aspergitlus niger LPB 326 in solid-state fermentation using statistical experimental designs,

F o o d T e chwl.Bi o t e chrc 1., 46 (2): 183-189.

Madigary M.T., Martinko, J.M., (2000) Brook Biology af Microoryanisw, Ninth Editionn,

Prentice Hall Upper Saddle River.
ManaJi, M., Kneifel, W., Bascomb S. (1991) Fluorogenic and chromogenic substrates used

in bacterial diagnoslic, Microbiol, Reaiews., 3(55):335-348,

Minescu, S. (7989) Mirrobiologie sanitard, EdihxaMedicalf,, Buculegti'

Maruich, A,, Komesq A., Adriano. S,W., Tandioli, P.W., Giotdano, R.L.C. (2010).

Immobilization and stabilization o{ xylanase by multipoint covalent attachment on
agarose and on chitosan supporb. Appl. Biochem. Biotechnol., DOI 10-100?512010-009-

8897-0.
Mateescu, R., Corne4 C.P., Grebenigan, I., CAmpeanu, Gh., (2002) Aplicalii biotehnologice

ale bacteriiior din genurile Streptomyces qi Bacillus, Progrese tn Biotehnologie Vo1.1, Ed.Ars

Docendi, B ucuregti, p.123-1 62.

Miguelez, E.M., Hardisson, C., Nlanzanal, M.8., (1999) Hyphal dea& during colony

development n Streptomyces antibioticus: morphologycal evidence for the existence of a

process of cell deletion in a multiceliular prokaryote . J, Cell Biolog1., V:515 - 525.

Moreau, A., Shareck, F., Kluepfel, D., Morosoli, R, (1994) Aiteration of the cleavage mode

and the transglycosylation reaction of the xylanase A ol Streptomyces liuidans 1326 by sile'
dlected mutagenesis of the Asn 173 resid:ue. Enz. l. Biaclum.,219:267-266.

Moure, A.P., Gullon, H., Dominguez, Fi., Parajo, J.C. (2006) Advances in the manufacture,

purification and applications of xylo-oligosaccharides m food additives and

nutuaceuticals. Process B io chem., 4'l:1913-1923.

Nicolau, A. (2006) Microbiologie genemld. Factoi cnre inflirenleazd dezooltarea

microor gatisruelor. Editura Academica, Galati
Ninawe, S., Kapoor, M., Kuhad, R.C. (2008) Purification and characterization oI
exhacellular xylan ase fuon\ Streptoffi:yces cyaneus 5N32. Bioresour, Technol',99:7252-1258

Ninawe, S., Kuhad, R.C. (2005) Use o{ xylan-rich cost effective agro-residues in the

production of xylanase by Streptomyces cyaneus 5N32. I, Appl. Microbiol., 99:71'41-11"48,

Noe, P., Chevalier,J.,Mora, F., Comtat, l. (1986) Action of xylanase on chemical pulp
tiberc. I Wood Chem, Technol., 6:1-57-70.

57

58.

59.
60.

55.

66.

67

58,

40



obtinelea li cddcterizded elicozid hidtolaze]or din fdmilia xrlee t iosintplrate de str.eptomicetc selecFonate

59. Ohta, K., Moriyma, S., Tanak4 H.. Shige, T., Akimoto, H. (2001) purification and
charactedzation of an acidophilic xylanase from Aureobasidium puiruron, ,ur. nteranigeru.nn
ard sequence analysis of the encoding gene, I Biosci Bioeng., 9Z:i6Z-7A.

70. Pereira, P.S. Mesquit4 A., Duarte, C.1., B*ros, M.R..L...Ferreira, M.C. .(2002) Rapid
ploduction of termostable ce.llulase-free xylanase by a shain of Bacillus subfllis and its
properties. Enzyme and Microbinl, Techrual., Z0: 924-922.

71. Polezeb, M.L.T.M., Ittzzattt, A.C., Monti, R., Terenzi, H.F., Jotge,J.A., Smit}, D.S. (2005)
Xylmases_ from fungi: properlies and industrial applications. Niinireview. Appl. tvlirobiof
. B i o te ch m 1., 67 :577 -591 .

72. Poo',a, C.A., Prem4 P. eaon production of cellulase,free endoxylanase {rom novel
alkalophilic thermotolerant9acillus pumilusby solid*s+ate lermentation md its application
in wastepaper lecycliag. Bioresour. Technol., 9g: 495-490.

73. Poutancn, K. (1988) Clarscterisation of xylanolytic enzymes for potentiat applirations. ph.D.
Thesis, Technical Reseach Centre o{ Finland, publicadons, 47, Espoo.

74. Pridham, G.T, Lyons, A.J. (1971) Streptomyces torulosus spp., an ilnusual Knobby-spored
Taxon. Appl, Microbiol., 22:190-791.

75. Puls, l. $994, chemistry and biochemistry of hemicelluloses: Rerationsfup between
hernicellulose structu,e and enzymes required for hydrolysis. Macromor. symp., tzo:Lsz-
lAa

76. Raicu et al. (1t990) Biatehnologii wodeme, Edihxa Tehnici, Bucuregti, pp 155_200.
77. Ratto, M., Poutaner, K., Viikmi, L. (1992) production of xylanoiytic enzymes by m

alkalitolermt Bacillus circurans strain. Appt. Miuobiot. Bioteclmorl., zTt4ia,nz. 
"

78. Raweesri, P., Riangrungrojana P., pinphanichakarn, M. (2c0g) o-L-arabino{irrmosidase
hom Streptomyces spp. PC22, purification, chmacterization and its sp.ergistic action witl-r
xlanolitic enz).rnes in the dcgradation of xylm and agicurtur;i res-idues. Bioresour,
Techno[., 99:8981--8986.

79. Remond, C., Boukari, I., Chambat, G., Donohue, O.M. (2008) Action of a GH 51 o_L-
arabinofuranosidase on I'heat-delived arabinoxylans and arabino-xylooligosaccharides,
Carb ohy drate P olymer s., 72: A4-420,

S0 Rifaa! H.M., Nagieb, Z A., Ahmed, y.M (2005) production of xylanmes by streptomyces
species and their bleaching effect on rice straw purp, Appr. Eiotogy Enairom. keseaich.,,
4:15:l-160.

81. Robirson, R.K. (2000) Encyclopedia of Food Microbiology, Academic press, London.
82. Rose, J KC (2AA3) Tht plant cell wall. Blackwellpublfliing Ltd., UK.
83. Ruanglek, V., Sriprmg, R., Ratmaphary N., Tirawongsaroj, p., Chartasigl, D,,

Tanapongpipaf S., Pootanakin, K., Eurwilaichitr, L. -e0A6 
Cloning exp"ression

characterization and high cell deroity production of recombinant endo t,i p-$ia.ur",
hom Aspergrllus niger inPichias pastatis. Enz. Mi*ob, Technol.,12:1,69-176.

84 sahm, H- (1993) Biotuhnorogyvor.T Biorogicar Fundamentars,yC*,Ltd.&welington Court,
Cambridge, UK.

85. Sapag, A., Wouiers, J., Lambert, C,, Ioarmes, p.,Eyzagalte,J. and Depiereux,E. (2002)
The endoxylanases {rom family 11: computer analysis of protein ;quences reveals
important shuctural and phylogenetic relatjonships, /. Biotechnil., (tnpresi).

86- Sa-Pereir4 P., Paveia, H., Costa-Ferreir4 M., Baros-aires, R. (20-03) A new look at
xylanases: ar overoiew of purification shategies. Mol. Biotechnot,, Z4:ZS7_2I7.

87. Senthilkumar, S.R., Ashokkumar, 8., Chandr+ R., Gunasekoran, p. (2005) Optimization of
medium compozition for a&ali-stable xylanase production by Aspergtttus fischen Fxnl in

4t



Obfinsea g calact€riaea glicozid hidrolaalor din familia xilmue biogintetizate de slreFt@icete selecfioMte

solid-state {ermentation using cenbai composite rotary design Biotesour, Technol',

96:1380-1385.
s8. Smitlr, E.J. (2004). Biotechnoloer Fourth Editio& Cambtidge University ltes, UK, p.52-75.

89. Stephanopoulos, G., Rehm, H.J., Reed, G., Puhler, A., Stadler, P.(193\ Biotechnology,YoL3,
Bioprocessing, Second Edition, VCH Verlagsggesellschaft mbH D-69451, Weinheim,

Germany.
90. Subramaniyan S. and Itema,

enzymology/ molecular biology
?2(1):3L46.

P. (2002) Biotechnolory of microbial xylanases:

and application. Citical Reoiews in Biotechnology.,

91. Sulabha S., Keskar, S., Rao, M.B., Deshpande, V.V. 0992) Characterization and

sequencing o{ an active-site cysteine-containing peptide from the xylanase of a

tlermotolerant Sfreptomyce;, Biochem .1,,281:607 - 605.

92. Tayior, E.J., Smith, N.L., Turkenburg, J.P., D'Souza, S., Gilbert H.]., Gideon, I. Davies, G.J

.(2006) Shuctutal insight into the ligand specificity of a thermostable family 51

arabinofuranosidase, Atafsl, from Clostidium thermocellum. Biochem. 1.,395:31'-37.
93. Techapun, C., Charoemat, T., Poosaran, N., Watanabe, M., Sasaki, K. (2002) Thermostable

and alkaline-tolerant cellulase-ftee xylmase produced by thermotolerant Stteptomyus

spp. Ab 106. l. Biosci. Bioeng.,93(4): 61-a33.
94. Techapun, C., Charoenra! T., Poosaran, N., Watanabe, M, Sasaki, K. (2002) Optimization

of tlermostable and alkaline-tolermt ceilulase-free xylanase production from agricultural
waste by thermotolerant Streptofiyces spp. Ab 106 wing the centtal comPosite

experimental design, Biochem, Eng. 1., 72:99-705.

95. Techapun, C., Poosaran, N.,Watanabe, M.,Sasaki, K. (2003) Optimization of aetation and
agitation rates to improve celiulase-freE xylmase production by thermotolerant
Streptomyces spp,Ab106 and repeated fed-beahh cultivation using agricultural waste.

I.Biosci. B ioeng., 3:298-307.

96. Techapurg C., Poosaran, N., Watanabe, M., Sasaki, K.(2003) Thermostable and alkaline-
tolerant microbial cellulase-ftee xylanases produced from agricultural wastes and the
properties required for use in pulp bleaching bioprocesses:a teview. Process Biochcm.,

38:7327-1340.
97. 'folbot, N., J., (2003) Aerial morphogenesis:enter the dispahh chaplins, Cunent Biology,

vol.13, Elseivet Science Ltdi
98. Tseng, M.J., Yap, M.N., Ratanakhanokchai, K, Kyu, K.L., Chen, S.T. (2002) Purification

- and characterizafion of two cel1u1ase free rylanases from an alkaliphilic Bacillus firmus.
Enzrye Mcrob. Tecknol., 3A:59A-595.

99. Tsujiso, H., Miyamoto, K., Kuda, T., Minami, K, Sakamoto, T., Hasegaw4 T., InamoruY.
(1992) Purifcation properties and partial aminoacid sequences of thermostable xylanases
fr om Streptomyces thztmorsiolaceus Orc-520. Appl. Etnirom. Microb., 58(7): 371-375.

100. Tuncer, lvl-, Kuru, A.. Isikli, M., Sahirv N., Celenlr F.G. (2004) Optimization of extracelular
endoxylanase, endoglucanase and peroxidase production by Streptomyces spp. F2627

isolated in Turkey. I.Appl. Mictobiol.,97:783 - 797.

101. Viikari, L., Ranua, M., Kantelineo A., Sundiquisf I,, Linko, M. (1986) Bleaching with
enzlmes. Biotechnology in the pulp and paper idustty, Interrl. Conf., Stockholm, 67-86.

102. Wan& S.L., Yen Y.H., Shit', LL., Chang A.C., Chang W.T.,Wu, W.C., Chai, Y.D. (2003)

Production of xylanase from rice bran by Streptomyces actuosus A-751. Enzyme Microb
Technol.,33:917-925.

42



Obfinerea $i cdacteilzarea hifuo1arelor din familia xilreze biosintetizate de selecfioMte

103. Wendisch, F.K.; Kutzner, H.J. 0.992) The Family Sireptomycetaceae i\ Balows, A.; Truper,
H.G.; Dworkin, M, Harder, W.

104. trVhister, R.L., Richards, 8.L., (1970) In: Pipran W, Horton D, editors. The carbohydrate

chemistry an biocheruislry. 9& ed. New York AcademicPress, p.469-477.

105. Whitaker, J.R., Alphons, G.J,, Voragerg D., Wong, W.S. (2003) Handbook of Foarl

Enzymology. Marcel Dekker Inc., New York.
106. lVhitaker, J.R., Voragere A.G.l., Wong, D.W.S., Biely, P. (2003) Handbook of Food

Enzymclogy: Xylanolytic Enzymes, Marcel Dekker lnc., New York.
107. Williams, S.T. et al. Eeryey's Manual of Determimtiue Bacteiology (7994) Efitura Willims &

Wilkirc Campany.
108. William, S.T. et al. Bergey's Manual af SystematicBactenology (2003) Editura Willims &

Wilkirs Campany.
109. Williams, S.T., Vichers, J.F. (1989). Detection o{ actinomycetes in the natura}

mvironmental problems and perspectles, Symposion on Biology af Actinoffiycetes.

110. Willimoru, M.P., Simpson, P.]., Bolam, D.N., Hazlewood, G.P.. Ciruela, A., Cooper, A.,
Gilberl H.J" (1999) How ihe N-terminal xylan-binding domajn from C. fimi xylanase D
tecognizes xylan. ln: I{ Gilbert, GJ Davies, B Henrissat, S Svmsson, eds. Recent Adoances

in Carbolntdrste Bioengineeing., Cmbridge: Royal Society of Chemisty, pP 3-12.
111. Witbnm ,S., Shareck, F., Kluepfel, D., Morosoli, R. (1994) Purificatin and

characterization of the CelB Endoglucanase from Streptomyces lioidans 66 and sequence of
the encoding gme. Appl. Enaronm. Microb., (6Q 5:1707*1703.

112. Wong, K.K.Y., Tar, L.U.L. md Saddler, J.N. (1988) Multiplicity of p-1,4-xylanase in
microorganisms: Functiors and applications, Microbiol. Reo., 52:305-374.

113. Wong, S.J., Cheng, H.M., Lin Y.S., Hung, C.H., Chen, C.W., (1999) Streptotnyces

genomes: circular genetic maps from the linear chromosomes. Microbiology.,l45:2209-
2220.

114. Ym,Q,Hao,S.,limg,Z.,Zhai,Q.,CheruW,(2008)Propertiesof axylanasefrom
Stveptotilyces matznsis being suitable for xylooiigosaccharides production. I , Motec,

Catalysis., B: Enzymatic doi:10.1016/j.moIcatb.2008.11.010.
115. Yang C.H., Yang S.F., Liu, WH. (2004 Iaoduction of xylooligosaccharides from xylam

by extracellular xylanases from Thermobida fusca. l. Agn. Food Chem,, 55:3955-3959,

116. Yu, E.K.C., Tan, L.U.L., Chan, M.K.H., Deschateles, L., Saddler, I.N.(1984 Production of
thermostable xylanase by a thermophilic fungus, Thermoascus aurantiacus. Eru11me Microb,

Technol.,9:16-24.
1117. Zarnea, G. et. aI. (1983) Tratat dz microbiologte generald, Yol.1, Editura Acadmiei,

Bucure$ti.
778. Zarnea, G. et. al. (7994) Tratat dz nicrobiologte generald, Yo1.5. Editura Academiei,

Bucuregti.
119. Zhang, G.M., lluang J., Humg, G.R., Ma, L.X., Zhang, X.E. (200R Molecular cloning md

expression of a new xylmase gene from Plectosphaerelln cucmeina. Appl. Microbiol.
Biotechnol, . 7 4:339-346 .

120. Zhi1t, A., Zhengquimg, J., L1te. L., Wei, D., Kusakabe, L, Huisheng, L. (2005)

Imobi.lization of Streptomyces oliaaceozsitiitis E-86 xylanase on Eudraglt S-i00 for xylo-
oligosaccharide production. P rocess Biochem,. 40.27A7 -27"14.

121, wwu'.dimnutritiorrajproducts.corr accesat ln 26.09.2010.

L22. www.clyadic.com accesat tn 27.09.2010.

123. www.wishartbiohgy.u;rlberta.ca accesat ln 26.01.2009



wacttriam hidrolazelor din Jmilia xila@ bimintetiate de releFomte

D.DISEMINANEA REZULTATELOR CERCETARILOR

Rezultatele cercetdrii s-au materalizat prin publicarea a 5 lucrdri ftiinffice, dintre care 4 publicatie
sau in curs de publicare tr reviste cotate ISI qi 2 in reviste din categoria B+, CNCSIS indexate tn
baze de date internationale,
A. Articole cotate ISI

1. Coman, G,,Cottu1e1 M., Bahrim, G., Stougaard P. (2008) - Increasing the efficiency of
screening Skeptomyces able to produce glucanases by using insoluble chromogenic
subsiates, Romanian Biotechrclogical Letters, voL13,6:20-25,ISSN 722+5984-

2. Coman,G.,Bahlim,G., (2011) Optimization of xylanase productionby Stueptomyces spp. P12-
137 using resporee surface methodology and central composite design. Ann, MicrabioL DA
10.7007/ s13213-010-019F.0 (Springe() ISSN 1859-2044, ISI impact factor: 0.358(2009)

3. Comm,G., Bafuim, G. Minimise the cellulase biosynthesis from cellulas+free xylarnse co-
production with Streptomycel spp. P12-137 using optiriization by response surface
methodology (t1 r ecenzte 7a Cellulose Chrmistry and Technnlngy )

4. Leuqtean, L, Coman G., Bahdm, G. Optimization of the bioconversion process for
bioethmol production from thtee cellulosic materials wasl€ mixture (ln recenzie la
Ermbonuental Engineering rnd Matugement loumal).

B,Articole dln categoria B+
1, ComaoG.,Radvan M. (2009) Preliminary studies on tI-re behavior of Streptomyces selected

strains for xylanases production at preservation by lyophilization Cfumistry and Chemkal
Engineeing Biotechmlogy, Food. lnlustry SCSCCC Vol.X, No-4359-354 [SSN1584 - 540X
Alma Mater Publishing House, University oI Bacau.

2. Coman G.,Constantin, A., Enache, G., Georgescu, L., Bahim, G. (2011) Optimization of
biosynthesis conditions and catalitic behavior evaluation of cellulase-hee xylanase
produced by a new Streptomyces spp. strain. The Annals of thz llniaersity Dunarea de Jos of
Galati, Fascicle Vl FOOD TECHNOLOGY, 35(1):4+50,ISSN 206&259X.

3. Lewtean I., Coman c., Bahfim G., (2010), The Plaket-Burman model - an improved
altemative to indentify the significant factors implied in the bioconversion of the complex
celiulosic waste to ethano\lnnotsative RomanianFood Biotechnnlogy,T,Si-60, ISSN 184M099.

q bsXb4


	IMG_0006
	IMG_0007

