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OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Te:a de doctorat cu tema: Obfinerea gi caracterizarea glicozid-hidrolazelor din familia xilanaze
intetizate de streptomicete selectionate a vizat obfinerea de enzime din clasa glicozid-

hidrolaze, in special cele aparfinind familiei xilanaze cu ajutorul unor tulpini selectionate de
Streptomyces spp. cultivate pe substraturi lignocelulozice si hemicelulozice.

Tinand cont de problemele tot mai stringente la nivel mondial legate de protectia mediului, de
epuizare a resurselor de combustibili conventionali, rezultatele cercetdrilor oferd date originale
privind rentabilizarea bioproceselor de bioconversie a biomasei lignocelulozice, precum si unor
aplicatii in stiinta §i ingineria alimentelor.

Obiectivele stiintifice stabilite in acord cu programul de cercetare al stagiului de doctorat au vizat:

 Izolarea din mediile naturale §i selectia unor tulpini de streptomicete capabile si sintetizeze
enzime cu activitate glicozid-hidrolazica.

e Studiul si optimizarea conditiilor biotehnologice in vederea obtinerii unui randament ridicat
de biosintez4 a glicozid-hidrolazelor din familia xilanaze cu ajutorul streptomicetelor.

o Evaluarea comportamentului catalitic al enzimelor din complexele multienzimatice in stare
bruti in vederea standardizarii produsului finit

« Purificarea gi analiza proprietatilor catalitice ale xilanazei partial purificate.

» Cercetdri privind comportamentul catalitic al xilanazei pe xilan pur si tirate.

Oportunitatea cercetdrilor derivi din importanta temei cu implicatii in cercetarea fundamental4 si
aplicativi dupd cum urmeazi:

» streptomicetele sunt bacterii aflate in concentratie crescuti in sol fiind caracterizate printr-un
echipament enzimatic extrem de divers;

« streptomicetele cresc usor pe medii simple pe bazi de ingrediente ieftine §i in condifii de
eficientd economic;

« studiile bioproducerii enzimelor de tipul glicozid-hidrolaze cu streptomicete sunt de datd
recentd, majoritatea enzimelor comerciale de acest tip fiind obtinute cu ajutorul fungilor
filamentosi sau eubacteriilor;

» obtinerea si utilizarea xilanazelor libere de celulaze prin controlul §i dirijarea procesului
fermentativ reprezint4 de asemenea abordiri stiintifice de noutate;

s obtinerea enzimelor glicozid-hidrolaze are importantd economicd si aplicatii in diverse
domenii, precum bioconversia biomasei, industria de celulozd 5i hartie, industria alimentara,
etc.

Teza de doctorat a fost elaboratd in perioada 2007-2010, in cadrul Universititii ,Dundrea de Jos"
Galati, Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Platforma de cercetare si formare
,Bioaliment” si este structurati in doud pirti, studiu documentar §i rezultate experimentale si
contributii.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT
Teza de doctorat contine 202 pagini, dintre care partea de introducere reprezinti 11 pagini,

partea documentari reprezintd 67 pagini (3507 %), iar partea experimentald este
prezentatd in 124 pagini (64,93 %). In lucrare sunt prezentate 104 figuri gi 46 tabele. Pentru
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structurarea si elaborarea tezei s-au utilizat 180 referinte bibliografice si 9 adrese web
consultate.

A.STUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar, intitulat Stadiul actual al cunoasterii privind obfinerea gi utilizarea
glicozidazelor din familia xilanaze cu impact economic i pentru protectia mediului inconjuritor
(un capitol ce include patru subcapitole), prezintid date din literaturd cu referire la descrierea
stadiului cercetdrilor la nivel mondial privind clasificarea, structura §i proprietatile xilanazelor,
conditiile biotehnologice de obtinere 5i microorganismele cu potential crescut de a sintetiza aceste
enzime. De asemenea, sunt prezentate aplicatiile practice ale xilanazelor.

Subcapitolul 1.1. intitulat Preparate enzimatice din familia xilanazelor si implicaiile practice prezintd
importanta glicozid-hidrolazelor de tip xilanazic asupra prelucririi eficiente a biomasei vegetale i
a degeurilor agroindustriale precum si posibilele aplicatii in industria alimentard, industria de
celulozi si hartie, industria textily, industria de obtinere a unor produse chimice etc.

In subcapitolul 1.2, intitulat Streptomicetele - noi agenfi pentru obfinerea de glicozid-hidrolaze de Hp
xilanazic cu valoare economicd sunt prezentate streptomicetele, agenti importanti producdtori de
enzime, larg rdspandite in naturd in special in sol $i cu capacitifi crescute de adaptare la conditiile
industriale.

Subcapitolul 1.3. cu titlul Condifii biotehnologice de producere a xilanazelor cu streptomicete selecfionate
prezinti modul de optimizare a compozitiei mediului de culturi in sensul obfinerii unui
randament crescut in xilanazi utilizind metode statistice moderne precum si studiul conditiilor
fermentative in sistemn submers pe bioreactorul de laborator.

In subcapitolul 1.4. Recuperarea, purificaren 5i caracterizarea enzimelor din complexele multienzimatice
prezintd modul de extractie si purificare a glicozid-hidrolazelor de tip xilanazic din lichidul
cultural precum si modul de caracterizare ale acestora.

Anual se produc 830 Gt de biomasit vegetald regenerabild bogatd in celulozd si hemicelulozi
(Ruanglek et al. 2006). Peretele celular al plantelor este un material compozit, in care celuloza,
hemicelulozele (alcituite in principal din xilan) si lignina sunt strans asociate (Puls, 1997; Bissoon
et al, 2002). Cei trei constituienti majori ai lemnului de padure sunt celuloza (30...50%),
hemiceluloza (20...30%), un grup de poliglucide in care xilanul este component major si lignina
(20...30%).

Din punct de vedere chimic, hemicelulozele sunt poliglucide ale peretelui celular vegetal, obisnuit
ramificate, cu o structurd omoloagé celulozei in sensul ¢4, au un lang principal alcituit din resturi
de B-D-piranozil legate-1,4, cum ar fi glucoza, manoza si xiloza, in care atomul de oxigen se afla
intr-o pozitie ecuatoriald. Xiloglucanii, xilanii si mananii sunt inclusi in aceastd definitie chimica a
hemicelulazelor, exceptie facand arabinogalactanii. Similitudinea structurald dintre hemiceluloze
si celuloze dau probabil o omologie conformationald care dau o asociere necovalentd puternica
dintre acestea.

Cel mai abundent polimer hemicelulozic este xilanul alcituit din unitdti de xilozd legate §-1,4.
Xilanul constituie 20...40% din biomasa vegetald totald (Ninawe et al. 2008). Xilanul reprezinti o
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imensa surs4 de biopolimeri pentru aplicatii practice, reprezentand 25...30% din biomasa uscati a
dicotiledonatelor si a plantelor lemnoase si 50% in plantele cerealiere (Moure et al. 2006).

Natura este bogatd in bacterii si fungi care produc enzime ce degradeazi peretele celular
solubilizand componentele complexe la molecule simple pentru asigurarea ciclului de carbon.
Numeroase microorganisme izolate din sol, deseuri, compost sunt capabile de a produce un
spectru larg de enzime care degradeaza peretele celular vegetal (Badhan et al. 2007). Un loc
important din aceastd microbiotd o ocupd streptomicetele care reprezintd intre 10 .33 % din
micropopulatia solului (Zarnea, 1994).

Numele de Streptonyces vine de la gr. streptos - aplecat, indoit, flexibil §i gr. myces - fung. Sunt
bacterii Gram pozitive, filamentose care au habitatul in marea lor majoritate in microbiota solului
si prezintd capacitatea de a forma spori Aparjin familiei Streptomycetaceae, ordinul
Actinomycetales, clasa Schizomycetes (Robinson, 2000). Hifele vegetative cu dimensiuni de
(0,5..2,0 pm), produc miceliul ramificat, extins, din care ulterior se va dezvoita miceliul aerian
care, la maturitate, va forma lanturi de trei sau mai multi spori.

in conditii naturale, streptomicetele incep si se dezvolte pe resturile vegetale dup4 ce in prealabil
bacteriile si ciupercile au incetat si se mai multiplice cind practic substratul este pregdtit de citre
acestea printr-o descompunere primard a compugilor constituienti (Madigan, 2000).
Streptomicetele sunt considerate in mod obisnuit a fi mult mai active in stadiile avansate de
descompunere a plantelor si a altor materiale, jucind un rol important in turnover-ul complex al
polimerilor recalcitranti. S-a demonstrat ci unele streptomicete ataca si celuloza si lignina, cei doi
componenti ai lignocelulozei pe baza echipamentului enzimatic bogat pe care aceste
microorganisme reugesc si-1 produca.

Degradarea completd a complexului heteropoliglucidic necesitd enzime care si acfioneze atat
asupra lantului (catenei) principale cat si a lanfurilor laterale (catenele ramificate): endoxilanaza
(endo f-14 xilanaza, EC 3.2.1.8), p - xilozidaza (xilan p-1,4 xilozidaza, EC 3.2.1.37), a-
glucuronidaza (EC 32.1.139), a-arabinofuranozidaza (EC 3.2.1.55), acetilesteraza (EC 3.1.1.72)
(Choi et al. 2000). Endo-p-14 xilanaza catalizeazd hidroliza catenei principale a xilanului
producand xilooligoglucide care la randul lor pot fi convertite la xilozd prin intermediul f-
xilozidazei (Zhang et al. 2007).

Tindnd cont de rolul pe care-l ocupd in naturd aceste microorganisme s-a considerat cd ar
reprezenta surse valoroase pentru obtinerea de glicozid-hidrolaze de tip xilanazic. Aplicarea unor
tehnici de izolare si selectie adecvate asupra streptomicetelor din mediul natural precum si
optimizarea conditiilor §i parametrilor fermentativi ar permite obtinerea la nivel de instalatii pilot
si industrial a acestor enzime care isi gsesc din ce in ce mai multe aplicatii in diverse domenii.
Valoarea estimat a piefei mondiale de enzime este in jur de 130 milioane dolari americani i se
asteaptd si crescd pana la 200 milioane dolari americani. Principalele industrii care utilizeaza 75%
din productia de enzime industriale sunt; a detergentilor 37%, textile 12%, amidon 11%, panificatie
8% si a nutreturilor pentru animale 6%. Xilanazele §i celulazele impreund cu pectinazele reprezinta
20% din piata mondiali a enzimelor (Polezeli et al. 2005).

Biotehnologia celulazelor si hemicelulazelor si-a pus bazele la inceputul anilor 1980, prima dati cu
utilizari in tratarea furajelor, urmati de aplicatii in industria alimentara. Ulterior aceste enzime au
fost folosite in industria textila, precum si la obfinerea hartiei sau celulozei. Utilizarea enzimelor
celulozolitice si hemicelulozolitice a crescut spectaculos in ultimele doud decenii in special in
industriile textild, a berii si a vinului, in procesarea alimentelor, precum si in industria celulozei gi
hartiei. In prezent acestora le sunt atribuite 20% din piafa mondials a enzimelor, ca sursd de
obtinere fiind fungii din genurile Trichoderma si Aspergillus. in mod curent, numerosi producitori
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de preparate enzimatice comercializeazs enzime ,proiectate” special pentru un uz adecvat in
biotehnologie.

Pornind de la interesul crescand asupra acestor enzime i mai ales asupra xilanazelor libere de
celulaze, evidentiat prin multitudinea de articole apirute in ultimii ani, studiul isi propune
obtinerea in conditii de laborator a acestor enzime utilizand tulpini selecfionate de streptomicete
din mediul natural.

B.STUDIU EXPERIMENTAL

Rezultatele experimentale §i contributiile la dezvoltarea cunoasterii sunt prezentate in frei
capitole.

Capitolul 2 - Izolarea i selecfia unor tulpini de streptomicete producitoare de hemicelulaze de tip
xilanazic prezinti rezultatele cercetirilor proprii referitoare la izolarea din surse naturale a
bacteriilor din genul Sireptomyces, selectia pe criterii calitative si cantitative a unor tulpini active, cu
capacitatea de a biosintetiza xilanaze in conditii biotehnologice controlate.

Capitolul 3 - Optimizarea compozifiei mediului fermentativ pentru inducerea biosintezei de
xilanaze libere de celulaze este structurat pe patru subcapitole in care se prezinta cercetdri
originale realizate in vederea formuldrii si optimizérii mediului fermentativ astfel incat utilizand
surse ieftine de carbon s4 se obind un randament sporit de bioproducere a xilanazelor.

Capitolul 4 - Stabilirea condifiilor optime de recuperare, purificare §i caracterizare a
comportamentului catalitic a xilanazelor in sisteme model §i pe substraturi naturale este structurat
in patru subcapitole cu referire la metodele aplicate pentru recuperarea si purificarea enzimelor
din lichidul cultural. De asemenea, se prezinti date referitoare la proprietitile catalitice §i
comportamentul xilanazelor in sisteme model si alimentare.

Capitolul 2 - Izolarea si selectia unor tulpini de streptomicete producitoare de hemicelulaze de
tip xilanazic
Probe de sol: Au fost analizate 16 probe diferite de sol, recoltate din 4 judete ale fdrii: Galati,

Constanta, Tulcea, Alba. Caracteristicile solurilor au fost diferite: soluri nisipoase, de grddind, din
ghivece cu flori dar §i sol comercial mixt produs de S.C. Luiza SRL.

Culturi de Streptomyces spp.: culturi pure de Streptomyces spp. izolate din soluri autohtone in
perioada noiembrie 2007 - martie 2008,

Reactivi:

e ingrediente pentru medii de culturd: substraturi cromogene insolubile comerciale
(AZCL-HE Cellulose, AZCL-Xylan (din lemn de esenfd tare); AZCL-Xylan (din
tarage de oviiz), Megazyme International Ireland Ltd), CaCOs, NaCl, amidon de
cartof, KzHPOy, MgSO; 7H;0, KNO;, FeSOs 7TH:0, agar;

«  reactivi pentru evidenierea producerii enzimelor xilanaze si celulaze: tartrat de
sodiu si potasiu, hidroxid de sodiu, acid 3,5 dinitrosalicilic (DNS), carbonat de
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sodiu, sulfat de cupru hidratat (CuSO; 5H:O), citrat de sodiu, acid acetic, acetat de
sodiu, xilan de mesteaciin, carboximetilceluloza (CMC);

Echipamente  din infrastructura Platformei de formare §i cercetare interdisciplinard
LBIOALIMENT™:

«  Microscop cu epifluorescentd §i contrast de fazi, Olympus;
Stereomicroscop cu camera digitala integratd, Leica;
Liofilizator, Martin Christ;

Spectrofotometrul UV-VIS Jenway 6505, Jenway;

Shaker orbital Optic Ivymen Sistem, Lab Companion;
Shaker Medline SI-300R, Jeio Tech;

Baia de api Julabo F 33, Julabo;

Autoclav Raypa AE 75 Dry, Respinar, SL.;

Balanta analitici Mettler Toledo X5 Excellence, Mettler Toledo;
pH-metrul Metller Toledo;

Centrifugi Hettich Zentrifugen Universal 320 R, Hettich;
Centrifugs Hettich Mikro 22R, Hettich;

Nisd cu flux laminar, Cruma;

s  FEtuvi cu convectie naturald 115L, model ED 115, Binder;

+  Vortex V1 plus, Boeco.

. & @

Metode de analizd

o Tehnica de izolare selectivi a tulpinilor din genul Streptomyces

s Tehnica clasicd de selectie calitativi a streptomicetelor producitoare de enzime
glicozid-hidrolazice.

» Cregterea eficientei selectiei prin cultivarea pe substraturi cromogenice insolubile

 Studiul caracterelor morfologie ale tulpinilor selectionate de streptomicete.

« Evaluarea comportamentului biochimic al tulpinilor de streptomicete selectionate.

e Tehnica de selectie cantitativi a streptomicetelor producitoare de glicozid-hidrolaze
de tip xilanazic.

Determinarea xilanazelor si celulazelor s-a efectuat in conformitate cu tehnicile propuse de
www biopract.de, Khurana, (2007), Assamoi si al., (2008), Senthilkumar si al,, (2005) s.a. A avutca
principiu determinarea glucidelor reducitoare exprimate ca echivelent xiloz4 in cazul xilanazelor
sau echivalent glucozi in cazul celulazelor prin metoda DNS (acidul 3,5-dinitrosalicilic). Aceste
glucide reducitoare sunt eliberate in cursul reactiei enzimatice care se desfisoari la conditiile de
reacte stabilite.

O unitate de activitate enzimaticd (xilanazicd sau celulazics) reprezintd numérul de pmoli de
2 reducator rezultat prin actiunea hidrolitica exercitatd de 1 ml preparat enzimatic, in imp de
1 in conditiile de reactie testate §i anume: substrat - 1,5 % xilan din mesteacin sau 1,5 %
MO pH = 5.0 in solutie tampon 0,2M acetat, temperatura de 50°C; timp de reactie 20 minute, un
raport emxm&substrat de 1:10.
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Figura 2.1 Curba etalon pentru dozarea xilozei Figura 2.2 Curba etalon pentru dozarea glucozei
prin metoda cu acid 3 5-dinitrosalicilic prin metoda cu acid 3,5-dinitresalicilic

Pentru determinarea proteinelor s-a utilizat metoda Lowry proteinele formand combinatii
complexe colorate in albastru violet, cu ionul Cu? in mediul alcalin (reactia biuretului). Complexul
proteing-Cu? reduce fosfomolibdatii 5i fosfowolframatii din reactivul Folin-Ciocalteu. La procesul
de reducere mai contribuie si resturile de tirozini si triptofan prezente in proteine. Concentratia
proteinelor din proba s-a determinat fotocolorimetric.
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Figura 2.3 Curba etalon pentru determinarea proteinelor prin metoda Lowry

Rezultate i discutii

Izolarea din sol a tulpinilor din genul Streptomyces

Pentru izolarea tulpinilor de streptomicete s-au analizat 16 probe de sol, prelevate in perioada
10.11.2007- 01.09.2008 provenite din 4 judee ale {4rii : Galafi, Constanta, Tulcea, Alba. Circa 88%
dintre probele izolate sunt din solurile judefului Galati (figura 2.4). Dup4 cum se observi in tabelul
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2.4 s-au analizat mai multe tipuri sol: nisipos, sol de gradind (incl;lsiv sol provenit dintr-o sera de
legume), sol argilos (figura 2.6).
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Figura 2.4 Repartifia pe zone de prelevare a probelor de sol din care sau izolat streptomicetele

.rera 2.6 Distributia tulpinilor de streptomicete izolate in functie de sursa de origine a solului
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~ PREEEVARI] il 3 SPE IZOVATE 2 o
Sol gradina 10.11. ", Ivesti, Galati P F1-1; P1-2; P1-3; P1-4; P1-5; P1-6&; P1-
. 7; P1-8;P1-9;P1-70;P1-101,
P1-103;P1-104, P1-105;P1-107;
P1-108;P1-109;P1-110
Sol gradina 27.11.2007, mun. Galapi P2 P2-10; P2-11;P2-12, P2113;
Sol nisipos 28.11.2007, plaja Mangalia, P3 P3-55; F3-65; P3-68;
Constanta
Sol nisipos. 13,12.2007, plaja Mamaia, P4 P4-51; P4-52; P4-54; P4-58; P4-
Coenstanta 69;P4-79; P4-97; P4-99;
Sol ghiveci cu flori 2.02.2008, Ivesti, Galati P5 P5-87;
Sol sera, culturi de legume 4,02.2006, Liesti, Galati Pé P5-18; Pe-1%; P6-20; P5-21; P6-22; Po-
23; P6-24; P6-25; P6-26; P6-27, P6-28;
Pe-29; P6-30; Po-31; P6-32;
P&-33; Pe-60; P6-67; P6-73;
Pamant pentru flori 13.02.2008, mun. Galafi P7 P7-34; P7-35; P7-36; P7-37; P7-38; P7-
provenients comerciald - 39; P7-40; P7-41; P7-42; P7-43; P7-44;
producitor SC Luiza SRL P7-45; P7-46; P7-46; P7-47;
P7-48; P7-49; P7-50; P7-56; F7-57; P7-
59; P7-61; P7-62; P7-63;
P7-64; P7-66; P7-71; P7-72; FP7-
T4;P7-75;P7-76,F7-TT;F7-78;
P7-80; P7-81; P7-82; P7-83; P7-
84; P7-85; P7-86; P7-88; F7-89;
P7-90; P7-91; P7-92; P7-93; F7-
102; P7-105;
Sol teren viran 27.02.2008, mun, Galayi P8 P8-100; P§-132; P8-133;
Sol nisipos 04.03.2008, Pardosi, Buzau ] -
Rumegus aflat in stare de 15.03.2008, mun. Tulcea P10 P10-94; F10-95; P10-96;P10-98;
degradare dintr-un depozit de
cherestea
Sol grading de zarzavat 20.04.2008, Grivifa, Galafi P11 P11-118; P11-134;
Sol vifs de vie 20.04.2008, Grivita, Galapi ri2 P12-111; P12-112; P12-113; Pl12-
114; P12-126; P12-127;
P12-128; P12-137;
Sol gradina 20.04.2008, Grivita, Galagi P13 P13-116;P13-117; F13-129; P13-
130; P13-131; P13-13§;
Sol gradina 20.04.2008, Grivita, Galagi P14 P14-119, F14-120, P14-121; Pl4-
122; P14-123; P14-124;
P14-125;
Sol gradind 20,04 2008, Grivita, Galati P15 P15-115; P15-135
Sol argilos 01.09.2008 Pestera P16 -
Sciirigoara, Alba
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Din cele 137 de tulpini izolate din probele de sol analizate, s-au identificat 126 de tulpini
apartinind Grupei 25 Sireptomyces conform Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 1994,
diferentierea facdndu-se pe baza caracterelor culturale ale culturilor si a aspectului microscopic.
Aproximativ 94% din totalul tulpinilor s-au clasificat ca apartinand genului Streptomyces, 3% unor
mucegaiuri din genul Trichoderma si 1% unor actinomicete din genul Streptoverticillium (figura 2.9).

Figura 2.9 Distributia tulpinilor de streptomicete din totalul microorganismelor izolate din sol

Pentru incadrarea taxonomica in genul Sireptomyces s-a luat in considerare o serie de caractere
culturale specifice prin cultivare pe mediul Gauze cu agar, si anume:

«producerea de geosmine care induc odorizarea similard cu ce a solului proaspit arat;

e« aspectul pulverulent sau catifelat a miceliului aerian al coloniilor ;

» pigmentatia variata a celor doua tipuri de miceliu: de substrat §i aerian.

Selectia calitativa a tulpinilor cu activitate hemicelulozoliticd

Dupé izolarea §i caracterizarea morfologici a tulpinilor de streptomicete, s-a trecut la aplicarea
metodelor de selecfie calitativd, urmirind alegera tulpinilor care biosintetizeazd enzime cu
capacitate de a hidroliza substraturile xilan si celuloza.

Din cele 126 de tulpini de streptomicete izolate in culturd purd, 119 tulpini au prezentat activitate
hemicelulazic, respectiv celulazicd, xilanazics san ambele. Cea mai mare parte dintre tulpini, 63%
biosintetizeazd concomitent enzime celulazice si xilanazice. Cele cu activitatea xilanazicd care au
fost vizate in tezd au fost 12%. Doar 2% nu au prezentat nici o activitate. Numarul mare de tulpini
cu activitate hemicelulazici explica importanta acestui gen de microorganisme in descompunerea
biomasei lignocelulozice (figura 2.13).

Tulpinile cu activitate xilanazicd pe baza indicelui de hidroliza au fost clasificate in trei grupe,
dupi cum urmeazi :
» inaltactive, Ry =6,5...9,5

s SEPESPSE N SO 12 i e e+ e e 4 S——
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» moderat active, Ru=3,5...6,4
» slab active, Ry =1...34

s

Figura 2.13 Evidenfierea capacitiitii de biosi
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Figura 2.14 Clasificarea tulpinilor de Streptomyces
spp. izolate in functie de poteniialul xilanazolitic

Figura 215 Clasificarea tulpinilor de de
Streptamyees spp. izolate in functie de potentialul
celulozolitic

In ce privesc enzimele celulozolitice produse de streptomicetele izolate, s-a realizat o clasificare a
tulpinilor dupd diametrul coloniilor, dupi cultivare la temperatura de 28°C, imp de 5 zile (figura

2.15), dupd cum urmeazi :
o inalt active, ®colone= 18...28 mm ;

» active, moderat active, Qeolonie = 7...17 mm ;

+ slab active, Qcolone =1...6 mm.
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In urma primei etape de selectie calitativd s-au awdennat 10 tulpml de streptomicete cu inalt
potential de biosinteza atit al enzimelor celulazice cét si a celor xilanazice: Streptonmyces spp. P7-50,
Streptomyces spp. P4 -51, Streptontyces spp. P3-65, Streptomyces spp. P7-72, Streptomyces spp. P12-
111, Streptomyces spp. P12-137, Streptomyces spp. P14-124, Streptonmyces spp. F14 -123, Streptomyces
spp. P14 -120, Streptomyces spp. P11-118. '

S-au ales din aceste 10 tulpini pe primele trei cu potentialul enzimatic cel mai ridicat, respectiv :
Streptomyyces spp. P12-137, Streptomyces spp. P11-118, Streptontyces spp. P7-72 (tabelul 2.5).

Tabelul 2.5 Rezultatele selectiei calitative a tulpmllor de Streptmyces producatoare de xilanaze 5i celulaze

1 Streptomyces spp.  P12-137  ++4-- 7 et 3 7 9

2 Streptomyces spp.  P7-72 et 9 +Hh+ 35 30 8,75
3 Streplomycesspp.  P11-118  ++-- 7 L 15 12 8

4 Streptomyces spp.  P12-111  +++4/- 11 et 2 15 75
5 Streptomyces spp.  P7-50 o afe- 11 +HEt 5 3 6,80
€& Streptomiyees spp. Pl4-124  ++-- 0 e E 35 23 66
7 Streptomyjees spp.  P4-51 o fenn 7 et 4 25 6,25
8 Streptonijess spp. P14123 ++-- 10 + 444 4 25 6,25
g Streptomyjees spp. . P14-120 ++-- 8 LS 6 35 58
10 Streptomiyces spp. P3-65 ¥t 6 +H4+ 4 23 5,75

Cresterea eficientei selectiei prin utilizarea substraturilor cromogene insolubile

Tehnicile clasice de selectie calitativd nu oferd o fidelitate a rezultatelor §i o apreciere pe criterii
semicantitative a potentialului de biosinteza, diametrul coloniei fiind singurul criteriu de evaluare
al potenfialului hidrolitic, Utilizarea substraturilor cromogene insolubile pe bazd de azurind,
AZCL-HE Cellulose si AZCL-Xylan, permit developarea umnei zone clare de hidrolizd al
substratului (figura 2.17).

Figura 2.17 Evidentierea producerii de hemicelulaze prin metoda utilizdrii substraturilor cromogenice
insolubile: a.initial; b.dup¥ dezvoltarea streptomicetelor i biosi de enzime extracelul
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Figura 2.21 Confirmarea potentialului tulpinilor selecfionate de Streptomyces spp. de a produce xilanaze
prin cultivare pe mediul Gauze-xilan-agar suplimentat cu 0,05% AZCL-Xylan obfinut din

glume de oviiz (a) g AZCL-Xylan objinut din lemn de mesteaciin (b)

Asa cum se poate observa din figura 2.22 tulpina codificatd P12-137 prezintd cel mai ridicat
potential de hidroliz4 a substratului xilan, intr-un timp de cultivare de 264 h. De remarcat, este si
capacitatea cea mai buni de adaptare a acestei tulpini care se dezvolti si sintetizeazd xilanaze in
ritm exponential incd din primele ore de cultivare, comparativ cu celelalte doud tulpini cu
potential de biosintezd mult diminuat si o faz3 prelungiti de lag in cazul tulpinii codificatd P7-72.

Figura 2.22 Dinamica de hidrolizi a substratului xilan a tulpinilor de streptomicete selectionate.
Datele reprezintd media a dousisprezece culturi realizate in paralel

Caracterizarea morfofiziologicd a tulpinilor selectionate cu activitate xilanazicd

S-a realizat prin cultivarea pe mediul Gauze - agar. Au fost analizate forma, culoarea coloniilor
obtinute. Caracteristicile microscopice ale colonillor au fost studiate prin analizd

stereomicroscopicd §i microscopicd.
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‘Streptomyces spp.P7-12 | Streptomyces spp.P11-118

Figura 2.23 Caracterele morfologice ale tulpinilor selectionate. a-cregtere pe mediul cu agar; b-imagine
stereomicroscop 35x; c-imagine preparat microscopic observat la microscop 1500x

Evaluarea potentialului tulpinilor selectionate de a sintetiza enzime glicozid-hidrolazice de tip
xilanazic in conditii de cultivare submersi

Studiul comparativ al biosintezei enzimelor xilanolitice de citre cele trei tulpini selectionate in
urma etapei de selectie calitative, relevd un maxim de productie a enzimelor xilanazice dupd 96 de
ore de cultivare, pentru tulpina Streptomyces spp. P12-137 cu o activitate de 8,30 UA - ml, dupa 144
de ore de cultivare pentru tulpina Streptomyces spp. P7-72 cu o activitate de 530 UA - ml1 si
respectiv 4,70 UA* ml" pentru tulpina Streptomyces spp. P11-118 dupa 120 de ore de cultivare
(figura 2.26).

In ceea ce priveste productia de celulaze, se observa un nivel minim de biosintez4 a acestor enzime
pentru toate cele trei tulpini analizate. Se observd un nivel maxim al celulazelor dupi 180 h in
cazul tulpinii Strepfomyces spp. P7-72, de 2,36 UA- mll. Pentru tulpina cu cea mai mare
productivitate de biosintezd a xilanazei, Streptomyces spp. P12-137, randamentul maxim de
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biosintezd a celulazelor este atins dupd 200 h de cultivare, deci dupd faza de biosintezi a
xilanazelor, iar activitatea celulazici este destul de redusd de 1,15 UA - m1* (figura 2.27).

Figura 226 Dinamica bioproducerii de

il la tulpinile de Strept
selectionate in condifii de cultivare
submersd la temperatura de 28°C pe
mediul cu xilan din 1% mesteacin
ca unicl sursd de carbon
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Figura 2.29 Dinamica de cregtere si
biosintez4 a xil: o b Al

Streptomyces spp. P12-137
in sistem submers de cultivare pe
mediul de referinji cu xilan de

spp.

Figura 2.27 Dinamica de biosintez4 a
celulazelor la tulpinile selectionate de
streptomicete prin cultivare in condifii
submerse la temperatura de 28°C pe
mediul cu 1% xilan din mesteacin ca
unici sursé de carbon

Figura 2.30 Dinamica de crestere si
evolulia concentratiei de proteine in
mediul fermentativ la cultivarea in
sistem submers a Streptomyces spp. P12-
137

mesteaciin si sulfatde  amoniu.
Datele reprezintd media determinarilor
realizate in triplicat

Pentru tulpina cea mai performanta P12-137 coreland dinamica de cregtere cu productia de
xilanazs, se observd in figura 229 ci maximul de biosintezd se atinge in faza de inmultire
exponentiald, in momentul in care substratul este utilizat drept sursd de carbon cu rol structural si
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energetic. Curba de productie a xilanazei prezinta doud maxime, unul dupa 96 de ore de cultivare
si altul dupa 168 de ore, sugerdnd faptul cd este posibil s3 se sintetizeze un complex de enzime cu
actiune succesiva.

In figura 2.30, comparand curba de acumulare a proteinelor in mediul fermentativ si dinamica de
crestere a tulpinii Streptomyces spp. P12-137, se observd un maxim al concentratiei de proteind in
intervalul 120...168 de ore de cultivare care corespunde cu perioada de biosintezi a xilanazei §i cu
finalul fazei de multiplicare exponentiala a celulelor.

Concluzii partiale

1. S-au izolat un numdr de 126 culturi pure de actinomicete apartinind genului Strepfomyces
spp., din diferite probe de sol recoltate din 4 judete : Galati, Constanta, Tulcea, Alba.

2. Tulpinile de streptomicete izolate au fost diferentiate pe baza caracterelor culturale prin
cultivare pe mediul Gauze-1%amidon-agar in concordanti cu datele prezentate de
Wendisch si Kutzner 1992 in International Streptomyces Project (ISP).

3. Din cele 126 de tulpini testate, 23% au prezentat activitate celulozoliticd, 12% au prezentat
activitate xilanoliticd si 63% au avut activitate complexi celulozolitici si xilanolitic.

4, Tulpina Streptomyces spp. P12-137, s-a dovedit cea mai performanti pentru producerea de
xilanaze,

5. S-aaplicat tehnica de selectie calitativa prin utilizarea substraturilor cromogenice insolubile
contindnd 0,05% AZCL (azurine cross-linkate), ceea ce a permis cresterea eficienfei selectie
semicantitative i evaluarea potentialului de biosintezd a hidrolazelor extracelulare pe baza
indicelui de hidrolizs, definit ca raportul dintre diametrul zonei de hidrolizi a substratului,
clar evidentiats si diametrul coloniei.

6. Extinderea utilizarii substraturilor cromogenice pentru selectia enzimelor extracelulare este
profitabild din punct de vedere economic, reducind etapele de lucru, manopera in
laborator si, de asemenea, necesarul de reactivi si ustensile.

7. In urma studiului comparativ al capacititii de biosintez4 a enzimelor glicozid-hidrolazice
de tip xilanazic, s-a evidentiat tulpina Strepfomyces spp. P12-137 cu o activitate xilanazici de
8,30 UA-ml?, urmatd de tulpina Strepfomyces spp. P7-72 cu 530 UAmH si tulpina
Streptonyces spp. P11-118 cu 4,70 UA-mH.

8. Studiul comparativ al capacititii de biosinteza a celulazelor a situat pe primul loc tulpina
Streptomyces spp. P7-72 cu 2,36 UA-ml", urmata de Streptomyces spp. P11-118 cu 1,5 UA-ml?
si tulpina Streptomyces spp. P12-137 cu un nivel de 1,15 UA-ml1,

9. S-au studiat §i optimizat parametrii procesului de obtinere a glicozid-hidrolazelor de tip
xilanazic prin cultivarea in condifii de laborator si micropilot a tulpinii selectionate
Streptomyces spp. P12-137. In vederea obtinerii unei productivititi crescute in enzims, se
recomandd cultivarea in conditii de agitare la 150-200 rpm, temperatura de 28°C, pH 6,0,
un timp de cultivare de 120 ore i 2 unui inocul sporifer in concentratie de 5%.

Capitolul 3 - Optimizarea compozitiei mediului fermentativ pentru inducerea biosintezei de
xilanaze libere de celulaze

Microorganisme : Tulpina selectionatd: Streptomyces spp. P12-137
Reactivi utilizati: Hidroxid de sodiu NaOH; tartrat dublu de sodiu §i potasiu CsHiOsKNa-4H:O,
acid 3,5-dinitrobenzoic {DNS); acid acetic CH:COOH; acetat de sodin C;H;0;Na-3H:0; xilan din
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mesteacdn (Carl Roth GmbH); carboximetilcelulozd; L(-) - xiloza (Merck); reactivi utilizati pentru
prepararea mediilor de cultura.
Medii de culturé: Au fost utilizate medii de culturd pentru reactivarea §i conservarea culturilor
stoc §i medii de culturd utilizate la optimizarea compozitiei acestora in vederea obkinerii unor
productivitifi crescute in xilanaze.
Echipamente: a fost utilizati infrastructura de cercetare existentd in cadrul Platformei de formare
si cercetare interdisciplinars , BIOALIMENT” (www.bioaliment.ugal.ro).
= Spectrofotometrul UV-VIS Jenway 6505, Jenway;
Shaker orbital Optic Ivymen Sistem, Lab Companion;
Shaker Medline SI-300R, Jeio Tech;
Baia de api Julabo F 33, Julabo;
Autoclav Raypa AE 75 Dry, Respinar, SL;
Balanfa analitici Mettler Toledo XS Excellence, Mettler Toledo;
pH-metrul Metller Toledo;
Centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 320 R, Hettich;
Centrifuga Hettich Mikro 22R, Hettich;
Nis4 cu flux laminar, Cruma;
Etuvi cu convectie naturald 1151, model ED 115, Binder;
Vortex V1 plus, Boeco;
Bioreactor de laborator 1 L pentru culturi de microorganisme
Applikon Biobundle.
Metode de analizi
*  Determinarea glucidelor reduciitoare
s Determinarea proteinelor prin metoda Lowry
+  Determinarea activitatii xilanazice si celulazice
+ Determinarea surselor de carbon utilizate de tulpina selectionatd Streptomyces
spp. P12-137 folosind sistemul de identificare Biolog GP/GF2
»  Testarea efectului unor surselor de carbon asupra cregterii streptomicetelor si
bioproducerii glicozid-hidrolazelor
* Determinarea sursei optime de carbon
*  Determinarea sursei optime de azot
¢ Metoda suprafetei de réspuns pentru optimizarea compozitiei mediilor de
culturd
¢ Analiza comportamentului biotehnologic prin cultivare pe agitator si in
bioreactor
*  Metode de prelucrare si interpretare a datelor experimentale

& & & & s & @

. s s @

Rezultate si discufii

Evaluarea efectului calitativ si cantitativ_al surselor de carbon asupra cresterii streptomicetelor
selectionate si biosintezei de xilanazi

Identificarea surselor de carbon utilizate de tulpina selectionatd Strepfomyces spp. P12-137 cu
ajutorul sistemului Biolog GP/GP2 a pus in evidentd o multitudine de surse reprezentate de oligo
si poliglucide, compusi metilati ai monoglucidelor, acizi organici, polialcooli, compusi
fosfoglucidici (figura 3.3).
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Se observa o asimilare mai slaba a xilozei ceea ce confirma experimentul anterior (figura 3.2) si o
buna asimilare a arabinozei. Concentratia de xiloz4 din sistemul Biolog GP/GP2 este posibild si

depaseascd concentratia limitd de la care incepe inhibitia cresterii.
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Figura 3.3 Sursele de carbon utilizate de tulpina Streptomyces ssp. P12-137 eviden(iate cu GP2 Microplate

BIOLOG. (a) aspectul placii initial, (b) aspectul plécii dup4 ter
{c) Grila de interpretare a rezultatelor privind asimilarea surselor de carbon ® Pozitiv intens, *

Pozitiv, ¥ Slab pozitiv

lat

Figura 3.4 Efectul sursei de carbon
asupra biosintezei de xilanazi la
tulpina Streptomyces spp P12-137,
M-martor, V1-mediul cu 1% coceni de
porumb V2- mediul cu 1% tirdte de
graw,V3-mediul cu 1% paie de grau, V4-
mediul cu 1% rumegus de lemn, V5-
mediul cu 1% carboximetilcelulozi

20

Figura 3.5 Efectul sursei de azot asupra
biosintezei de xilanaza de citre
Streptormyces spp.P12-137. M -mediul
martor, N1- mediul cu 1% peptona, N2-
medinl cu 0,2% uree, N3- mediul cu
0,5% (NH.)2SO4, N4 mediul cu 0,5%
KNOs

de 30°C,
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Optimizarea compozitiei mediului fermentativ prin modelare matematicd (metoda suprafetei de
rispuns)

Pentru optimizarea compozitiei mediului fermentativ in vederea obtinerii unei productii
supericare de xilanaze extracelulare cu ajutorul streptomicetelor s-a utilizat un model
experimental factorial 2* cu compozitie centrala (CCD ,.Central Composite Design”) cu 3
factori, 5 niveluri si 5 puncte centrale. Modelul experimental CCD a impus conceperea a 15
variante experimentale, si a inclus 4 puncte de projectare factoriald, 6 puncte pentru studii
axiale (2 pentru fiecare variabils) si 5 studii pentru replicarea punctelor centrale, Pentru toate
variabilele s-a considerat valoarea centrald codificata zero. Intervalele maxime si minime ale
variabilelor investigate in planul experimental in formi actuali si in forma codificati sunt
prezentate in tabelul 3.1. Activititile xilanazici si celulazicd, ca medii a trei determindri, au
fost considerate drept variabile dependente sau de raspuns.

Tabelul 3.1 Nivelurile 5i intervalele de variajie ale variabilelor independente utilizind CCD

Tarate de grau (%,w/v): A 0,80 1,00 1,50 2,00 2,20

KNOs (%,w/v) <28, 0,04 0,20 0,60 1,00 1,16
Xilozd (%,w/v) C 0,02 0,10 0,30 0,50 0,78

Tabelul 3.2 Matrice experimentals de variatie a variabilelor

e [

0,02

3 +1,41 o 0 22 0,6 03
1 -141 0 0 038 06 03
5 0 141 0 15 0,04 03
6 0 0 0 1,5 0,6 03
7 +1 4q +1 2 0.2 0,5
8 0 o 0 15 06 03
9 4 +1 +1 1 1 0,5
10 0 0 141 15 06 0,02
I e | = -1 1 02 0,1
12 0 0 0 1.5 0,6 03
13 0 +141 0 15 1,16 03
14 0 0 +1,41 15 0,6 0,58
15 0 0 0 15 06 03

o E—— S 21 [ R P e S
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Cele 15 experimente s-au realizat prin obtinerea variantelor de mediu fermentativ conform
matricei experimentale (fabelul 3.2), inocularea in proportie de 5% cu inocul mixt si cultivarea la
temperatura de 28°C, 1a 150 rpm, imp de 120 ore (5 zile).
Pentru analiza modelului experimental s-a utilizat pachetul software statistic , Design-Expert 7.0”,
Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA. Rezultatele au fost modelate utilizand ecuatia polinomiald de
ordinul doi, de forma:

Y = fio+ 1A + P2B + BiC + PrAB + BsAC + prBC + A2+ B2+ (2 (3.1)
unde: Y - raspunsul predictionat; Bs - coeficientul de regresie; p1, B2, Ps - coeficient liniari; Bz, frz
Pas - coeficienti de interactiune; A , B, C - factori experimentali (tarate de grau, KNO;, xilozi).
Pentru estimarea parametrilor statistici s-a aplicat analiza variatiei ANOVA. Relevanta modelului
s-a apreciat si pe baza coeficientului multiplu de determinare R? (similar coeficientului de

regresie).
Modelarea producerii de xilanazda

Tabelul 3.9 Matricea modelului compozitiei centrale pentru variabilele independente in valori codificate §i
activitatea xilanazici (rispuns)

£y | 0 0 0 6,23 8,02
2 +1 +1 -1 2,52 12
3 +141 0 0 9.98 11,3
4 =141 0 0 10,69 9,37
& 0 -1,41 0 15,99 17,31
6 0 0 Q 9,17 8,02
7 +1 -1 +1 134 12,08
8 0 0 0 12,27 8,02
g -1 +1 +1 27,77 26,45

10 0 0 -141 48 612
11 -1 -1 -1 10,69 9,37
12 0 0 0 5,88 8,02
13 ] +1,41 0 9,23 10,55
14 0 0 +1,41 6,51 7,83
15 ] 0 0 922 8,02

Fruatia care descrie modelul adecvat pentru biosinteza de xilanazd este urmdtoarea:
Y =867 -A—044-B+2961-C—31.93-48 —3940-AC +67.29 BC +7.26+ AL+ 1847
2% - 13.09-£2-1.07

=

% - randamentul de biosintezd, UA - ml; A - concentratia de tirafe de grau, g%;
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B - concentratia de KNOs, g%; C - concentratia de xilozd, g%.
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Figura 3.7 Suprafetele de raspuns (stinga) si graficele de contur (dreapta) ce descriu efectele cantitative,
corelative ale tirdjei de grau,g% si KNOs, g% (A), tirdfei de griu, g% si xilozei, gl (B), KNOs,
g% i xilozei, g% (C) asupra randamentului de biosintez4 a xilanazei la tulpina selecfionatd
Streptomyces spp. P12-137
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ptomicete seleclionate

fn urma modelirii matematice a procesului de bioproducere a xilanazei a rezultat compozitia
optima a mediului de biosinteza (g - 11): tirad de grau 20; K;HPOy 0,075; KHPO; 1,5; KNOs 2;
xiloza 1,0; solutie bioelemente 2,7 ml'l1; pH = 7,0...7,2. Compozitia solutiei de bioelemente (g'1):
ZnS0q - THO 0,14; MnSO; - Hz0 0,16; FeSOs - 7TH0 0,5; CoClz - 2H2O 0,2; apé distilatd 1000 ml.

Modelarea producerii de celulaza

Tabelul 3.11 Matricea modelului compozitiei centrale pentru variafia celor trei variabile in valori codificate
i rispunsurile in valori experimentale si predicionate

Nrexp. i
1 0 0 0 1,65 1,24
2 +1 +1 -1 0,47 044
3 +141 0 0 0,69 0,72
4 -1,41 0 0 1,63 1,66
5 0 <141 0 1,09 1,12
6 0 1] 0 1,95 1,24
7 +1 -1 +1 2,08 205
] 4] 0 0 1,28 1,24
9 -1 +1 +1 1,02 1,05
10 0 (1] -1,41 126 129
b -1 -1 -1 1,29 1,26
12 0 0 0 0,88 124
13 0 +1,41 0 138 1,41
14 0 a +141 1,02 1,05
15 0 Q 0 © 051 1,24

Ecuatia modelului pitratic obfinutd pentru biosinteza de celulaza este:
Y = 1.71 — 0.794 + 4808 — 5.50C — 2.09AB + 5.73AC — 4.90B8C — 0.114% + 0.06B? — 0.94C?

in care;
Y = randamentul de biosintezi a celulazei, UA x ml1;
A = concentratia de tirate de grau, g %;
B = concentratia de KNO:, g %;
C = concentratia de xilozi, g %.

Cel mai redus randament de celulazi de 0,47 UA-ml" s-a obtinut pentru varianta experimentald
nr.2 in care concentratiile de tdratd de grau, KNO; si xilozd sunt de 2 g%, 1 g% si respectiv 0,1 g%.

Compozitia mediului fermentativ optimizat pentru obtinerea unei productii minime de celulaze (g
- 1: taragd de grau 20; KeHPO: 0,075; KHoPO« 1,5; KNO;s 2; xiloz4 1; solutie bioelemente 2,7 ml -
I; pH = 7,0..7,2. Se observi ci acest mediu are compozitie similard cu cel recomandat pentru
producerea cu randament sporit a xilanazei. Aceste rezultate sunt extrm de importante pentru
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obtinerea de xilanaze libere de celulaze, preparate enzimatice cu aplicatii in industria celulozei si
hartiei.
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Figura 3.13 Suprafejele de raspuns (stinga) si graficele de contur (dreapta) ce descriu efectul cantitativ al
tiratei de grau, g% si KNOs, g% (A), tardte de grau, g% si xilozei, g% (B), KNOs, g% si xilozei,
g% (C) asupra productiei de celulaze de ciitre tulpina Streptomyces spp. P12-137
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Figura 3.18 Dinamica de crestere a Figura 3.19 Cinetica b:osmtew de

tulpinii Streptomyces spp P12-137 xilanazd de citre tulpina 5
prin cultivare in sistem submers pe spp. P12-137 prin cultivare n sistem
mediul de referind si mediul submers pe mediul de referinti §i
optimizat
Testarea com entului biotehnologic al tulpinii tomyces spp. P12-137 in condtii

pilot

Figura 3.22 P tri i biotehnologici inregistrati la cultivarea in bioreactor, pe mediul fermentativ
optimizat, la temperatura de 28°C, pH 6.0, agrtare 200 rpm, aerare 1 volaer/vol mediu, timp de cultivare
de 120 de ore. Controlul procesului cu software-ul BioXpert Lite
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Cultivarea submersd s-a realizat in bioreactorul Applikon Biobundle 1 litru aflat in dotarea
Laboratorului de Bioprocese si Fermentatii din cadrul Platformei , Bioaliment” (figura 3.20; figura
3.21). Procesul este controlat prin senzori specifici cu care este echipat aparatul. In plus, s-au
monitorizat doi parametri importanti, DOsio um $i activitatea xilanazics, a ciror valori obfinute sunt
prezentate in tabelul 3.13.

Tabelul 3.13 Parametrii biotehnologici la cultivarea in bioreactorul Applikon Biobundle, 1L
3 R ]

0
24

48 195 1,02
72 1,64 2,64
% 1,56 239
120 035 1,34

* densitatea opticd a culturii la 610 nm

Concluzii partiale

1.

10.

Sursele de carbon din compozitia materialelor hemicelulozice exerciti efecte diferite asupra
cresterii tulpinilor diferite de streptomicete. Astfel, s-a evidentiat efectul stimulator al
rafinozei, manozei si xilitolului, in concentratii de 2%.

Pentru a formula un mediu de biosintez avantajos i ieftin in vederea utilizirii in conditii de
statie pilot §i la nivel industrial, au fost concepute si testate 5 variante de mediu pentru
stabilirea sursei optime de carbon 5i 4 variante pentru stabilirea sursei optime de azot.
Biosinteza glicozid-hidrolazelor de tip xilanazic de citre streptomicetele se realizeazi cu
randament superior in medii cu 1,0 g % tirte de gréu in calitate de sursi de carbon bogatd in
hemiceluloze, 0,2g % azotat de potasiu, drept sursi optimi de azot §i 0,1g % xilozi cu rol de
inductor.

Randamentul maxim de biosintezd a xilanazei se obtine in conditiile in care raportul optim
intre sursa de carbon si cea de azot este de 1:1.

Xiloza poate exercita un rol de represor catabolic in reglajul genetic al transcripjiei genei
pentru xilanaza in concentratii mai mari de 0,5 g%.

Aplicarea metodei analizei suprafefei de rdspuns cu compozitie centrali pentru optimizarea
mediului fermentativ a permis obtinerea unui model polinomial de regresie cu un coeficient
de determinare de 0,90 adecvat si corelat cu datele obtinute experimental.

Prin modelare matematicd a fost posibild reglarea procesului de biosintezd a enzimelor din
complexul glicozid-hidrolazic in scopul obtinerii de xilanaze libere de celulaze.

Mediul fermentativ optimizat pentru obtinerea unui randament maxim de xilanazi trebuie s3
contind 2,0 g% tarate de grauw, 0,2 g% KNOs si 0,1 g% xilozd. Minimizarea producerii de
celulaze se obtine la aceleasi concentratii a celor trei surse nutritive,

Prin cultivarea tulpinii selectionate Streptomyces spp. P12-137 pe mediul optimizat ce contine
11:0,5 tardtd de grau, KNO; si xilozd, asigurd obtinerea unui randament de biosintezd a
xilanazei de 27,77 UA-ml,

Compozitia mediului fermentativ optimizat pentru bioproducerea de xilanaze libere de
celulaze este urmdtoarea (g 17): tdrate de grau 20, KzHPO; 0,075, KHoPO: 1,5, KNO: 2, xilozd

—— 27 G i e T i
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0,1, solutie bioelemente 2,7 ml- I Solutia de bioelemente are urmdtoarea compozitie (g 1)
ZnS047 H,0 0.14, Mn S04 H:0 0,16, Fe SO 7 H20 0,5, CoCla2 Ha0 0,2, apa distilatd pand la
11. Mediul optim permite obtinerea unei productii maxime de xilanaze §i minime de celulaze.

11. Studiul comparativ al potenialului de biosintezd a xilanazei a mediului optimizat comparativ
cu mediul de referintd a demonstrat o crestere de trei ori a productivitaii de xilanazd in
complexul enzimatic cu reducerea la minim a producerii de celulaze.

12. La un volum util de mediu fermentativ de 700 m}, o temperatur de 28°C, o vitezd de agitare
de 200 rpm si o aerare de 1 vol.aer/ vol.mediu x minut s-a inregistrat un randament maxim de
biosintezd a xilanazei in bioreactor dup# 80 ore de cultivare pe mediul fermentativ cu
compozitie optimizati.

13. Tulpina selectionatd ca activ producitor de xilanazi Streptomyces spp. P12-137 are un
comportament biotehnologic adecvat in conditii de cultivare micropilot 5i reprezintd o tulpind
de referints pentru transpunerea biotehnologiei la nivel industrial.

Capitolul 4 - Stabilirea conditiilor optime de recuperare, purificare §i caracterizare a
comportamentului catalitic a xilanazelor in sisteme model §i pe substraturi
naturale

Microorganisme: Tulpina seletionatd Streptomyces spp. P12-137.

Mediul fermentativ optimizat cu urmétoarea compozitie in g I: tirate de grau 20, K;HPO4 0,075,

KH,PO; 1,5, KNO; 10, xiloza 5,0, solutie microelemente 2,7 ml I, Solutia de microelemente are

urmitoarea compozitie (g-17): ZnSO4 7 Hz0 0,14, Mn SO, - H:0 0,16, Fe 50 7 H20 0,5, CoClz -2

H;0 0,2, ap4 distilatd pana la 1 litru.

Reactivi:

¢  reactivi pentru purificarea enzimei
e reactivi pentru testarea activitifii enzimatice
e reactivi pentru caracterizarea enzimei
Echipamente:
+ spectrofotometrul UV-VIS Jenway 6505, Jenway;
»  shaker orbital Optic Ivymen Sistem, Lab Companion;
s shaker Medline SI-300R, Jeio Tech;

baia de ap4 Julabo F 33, Julabo;

autoclav Raypa AE 75 Dry, Respinar, SL;

balanta analitici Mettler Toledo XS Excellence, Mettler Toledo;

pH-metrul Metller Toledo;

centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 320 R, Hettich;

centrifugd Hettich Mikro 22R, Hettich;

nisd cu flux laminar, Cruma;

etuvi cu convectie naturald 115L, model ED 115, Binder;

vortex V1 plus, Boeco;

concentrator sub vid, Martin Christ;

«  sistemul de cromatografie HPLC: pompa JASCO PU-980, injector Rheodyne 77251
cu bucli de injectie de 20y, camera de termostatare coloane JETSTREAM, detector
pe baza indicelui de refractie ERC-7515A. Coloana folositi a fost Coregel 87H3;

» linia de electroforezd Diamedix P8-1.1.




Obfinerea si caracterizarea glicozid hidrolazelor din familia xilanaze biosinteti de strep icete selecfionate

Metode de analizi

e Precipitarea fractionatd a proteinelor cu siruri neutre prin procedeul ,salting out”

o Determinarea proteinelor prin metoda Lowry

» Determinarea activitii xilanazice si celulazice

¢ Determinarea glucidelor reducitoare

s Dializa fractiunilor obtinute prin precipitare cu sulfat de amoniu

» Caracterizarea xilanazelor prin electroforezd

» Caracterizarea proprietétilor catalitice ale preparatului enzimatic partial purificat cu
activitate xilanazicd

e Determinarea spectrului de hidroliz4 enzimatica a xilanului prin cromatografia HPLC

o Hidroliza enzimatici a xilanului din paie de grau pentru obtinerea de xilo-oligoglucide
cu rol de protectie

Rezultate si discutii
Purificarea partiala a xilanazei sintetizati de tulpina selectionati Streptomyces spp. P12-137 prin
procedeul ,salting out”

Tabelul 4.1 Purificarea preparatului xilanazic prin precipitare cu sulfat de amoniu

e . ST PRESZA J_‘_\.__mﬁ.

Extract

brut - 20 0,124 1,349 10,884 1 100
F1 40 6 0,022 0417 18,955 1,74 30,91
F2 50 5 0,019 0,489 25,737 2,36 36,25
F3 55 5 0,018 0,554 30,777 2,83 41,07
F4 60 5 0,023 0,574 24,957 229 42,55
F5 65 5 0,018 0,818 45,444 4,18 60,63
Fé 80 55 0,027 0,985 36,481 335 73,02
F7 90 6 0,027 0,333 12,330 1,13 24,68

Eficienta purificsrii s-a estimat prin calculul activititii specifice calculatd ca raport intre activitatea
enzimatici si confinutul de proteine din extractul enzimatic. Aceasta inregistreazd o cregtere pe
parcursul etapelor de purificare devenind maximi i constanti pentru enzima in stare purd.
Inainte de a se realiza precipitarea, preparatul enzimatic brut a fost concentrat de 13 ori in
concentratorul rotativ sub vid Martin Christ. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.1.

Enzima nu precipitd intr-un domeniu strict al concentratiilor, ea fiind repartizatd in mai multe
fractii insd cele mai mari concentratii se obtin la saturatii de 65% 5i 80%.

Fractiunea cea mai activd F5, pentru care factorul de purificare este cel mai mare (4,18),
corespunde la 65% saturaie. In acest caz s-a obtinut un randament de recuperare a enzimei de
60,63%. Activitate xilanazici semnificativd a fost evidentiatd si in fractiunea F6, obfinutd prin
precipitare in prezenta a 80% saturatie (NH.):SOy, (figura 4.6)
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Figura 4.6 Recuperarea xilanazei prin precipitare cu sulfat de amoniu

Evidentierea proprietitilor electroforetice ale xilanazei sintetizate de tulpina Streptoniyces spp.P12-
137

Figura 4.8 Proprietitile electroforetice ale xilanazei sintetizate de tulpina Streptomyces spp. P12-137 A)
(1 - supernatant cultural 2 - precipitat sulfat de amoniu saturatie 65 % 3 - precipitat sulfat de amoniu
saturatie 80 %, M - martori proteici) comparativ cu alte xilanaze descrise in literaturd; B) Streptomyyces
cyaneus SN30 (Yan et al,, 2008); C) Paecilomyces thermophila J18 (Li et al., 2005)
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S-a utilizat electroforeza clasicd utilizand ca suport folii de acetat de celulozd. Dupd 30 minute de
migrare §i developarea electroforegramei s-a evidentiat prezenta unei benzi unice atit pentru cele 2
fractiuni purificate prin precipitare (pozitia 2, 3) cét si pentru extractul brut (pozitia 1) (figura 4.8).
In toate cele trei cazuri benzile vizibile corespund cu xilanaza obtinutd din Trichoderma reesei, cu
greutatea moleculard de 23 kDa. Lipsa altor benzi relevi faptul ci atat fractiunile prepurificate cat
si extractul brut contin proteine de balast probabil cu masid moleculard mai mare decat zona de
electroforez testata.

Valoarea greutitii moleculare de 23 kDa este similard cu a multor altor xilanaze din familia 11 care
au fost descrise in literaturd, cuprinse intre 20...26,5 kDa (Yan et al,, 2008). Ninave et al,, 2008 au
obtinut o xilanazi prin cultivarea tulpinei Streptomyces cyaneus SN 30 pe substrat cu tirdte de grau
(figura 4.8 B), pentru care prin electroforezd SDS-PAGE s-a evidentiat o singurd bandi
corespunzitoare unei greutiti moleculare de 20,5 kDa.

Aceaste date confirmi c enzimele apartin grupului 11 de xilanaze (enzime cu greutate moleculara
scdzutd - proteine bazice) in corelatie cu clasificarea propusd de Wong et al. in 1988.

Evaluarea comportamentului catalitic al xilanazei partial purificate
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Figura 4.16 Variatia activitifii xilanazice in
functie de temperaturi (fracfiunea separata la
65% saturafie sulfat de amoniu)

Figura 4.12 Efectul pH-ului asupra activitaii
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Figura 4.13 Efectul pH-ului asupra activitafii
xilanazei sintetizate de Streptoimyces spp. P12-137
separatil prin precipitare cu sulfat de amoniu, 80%
saturatie

optime de activitate pentru fraciunea
de enzim$ partial purificatd la 80%
saturatie sulfat de amoniu
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Comportamentul cinetic al xilanazei partial purificate
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Figura 4.22 Variafia vitezei de hidrolizd Figura 4.23 Corelatia dintre viteza de
a xilanului sub acfiunea xilanazei hidrolizé a xilanului §i concentrajia de
precipitate la 80% saturatie sulafat de substrat conform modelului Eadie-
amoniu. Reprezentarea parametrilor Hofstee

cinetici a reacfiei de hidroliza a
xilanului in conformitate cu modelul
Lineweaver-Burk

Analiza comportamentului catalitic al celor doud fractiuni cu activitate xilanazic¥, separate prin
precipitare la saturatii de 65% si 80% sulfat de amoniu, conduce [a concluzia ci cele doud fractiuni
reprezintd izoenzime cu proprietdti usor diferentiate. Existenfa celor doud enzime a fost
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predictionatd si anterior prin evidentierea a doud maxime de biosintez4 a xilanazei dupd 96 h si
168 h de cultivare.

Comparénd rezultatele obtinute cu datele din literatura de specialitate se constati ci xilanazele
sintetizate de tulpina Streptomyces spp. P12-137 au activitate superioara si proprietdti catalitice usor
diferentiate comparativ cu enzimele obtinute cu alte tulpini selectionate de streptomicete (tabelul
49).

Tabelul 4.9 Proprietiile catalitice ale unor xilanaze descrise in literaturi §i ale enzimelor sintetizate de
tulpina seleclionatd Streptomyces spp. P12-137

Sub
Thermoactinomyces 500C Kahli
thalophilus pHES (65°C, pH | 2001
- 4zile 85)
Streptotiyees  spp. | tarde de ImC 75 50 85 1.0 Beg etal,
QGI13 griu pH &0 (500C, pH 2000
5 zile a0
Streptamyees albus 1% xilan + | 30°C 12 60 6,5 05 Antanopoulos
ATCC 3005 extractde | pH7.5 (55°C,pH | etal,
drojdie 5 zile 6,5) 2001
Streptomyces 1% xilan Lo 2 65 55 50 Maheswari i
cuspidosporus pH75 (55°C, pH5,5 | Chandra,
5zile 2000
Streptomyces 1% xilan amc 16 60 70 NR Grabski §i
roseiscleroticunt pH75 Jaffries, 1991
5 zile
Skreptomyces Spp. 1% xilan NR 5 50 80 NR Lumba §i
1% paie NR 14 50 8,0 NE Penninuck,
» 1992
Streptomyjces spp. 1% xilan 550C 8 60 60 WR Techapun et al.,
Ab 106 trestiede | pH7,5 13 60 69 6,0 2002
1% zahar 5 zile
550C
pH75
5 zile
Streptonyces spp. 2% tirite 280C g 70 55 N -
P12-137 extract brut | de grau pHED
5zile

ND - nedeterminat. ' Activitatea xilanazicii a fost exprimati in UA conform definifiei

Comportamentul hidrolitic al preparatului xilanazic brut asupra substraturilor xilanazice

Din considerente de ordin economic, pe de o parte, si pentru a valorifica potentialul hidrolitic al
enzimelor din complexul enzimatic brut, pe de alti parte, s-a studiat comportamentul enzimatic al
Freparamlm' xilanazic brut asupra xilanului comercial §i a xilanului obtinut din paie de grau.

n conditii optimizate de reaciie s-a analizat prin cromatografic HPLC profilul compusilor de
hidroliz4 al xilanului comercial (extras din mesteacin) sub actiunea preparatului xilanazic brut
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sintetizat de tulpina Streptomyces spp. P12-137 dupa 96 h de cultivare in condifii fermentative
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Figura 4.25 Randamentul de hidroliza
al xilanului prin hidrolizd acida si imaticé a xilanului obfi

enzimaticd. 1 hidroliza acid; 2. de grau (date obtinute prin
hidroliza cu exoxilanaza comerciali; 3. cromatografie HPLC)
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Figura 4,27 Cromatograma probei de xilan supusi hidrolizei acide

— e 34 s s e e ey




i izarea glicozid hidrolazelor din familia xil biosintetizate de streptomicete selecionate

=
25805 =
20T
15200
¢
1,005 -
0204
1 L -
o0 T 0] 050 FL) 7]
W Wl
50805
B
f
1080
f 3
3.08054 I -
i
20805 it g it .
10054 (4 8| “
i P ik A
SRR it i L SOy L T — |
5 300 Th0 o0 i1

Figura 4.28 Cromatogramele HPLC ale hidrolizatelor din xilan din paie sub acjiunea exo-xilanazei

comerciale (sus) §i preparatul xilanazic de Streptomyces spp. F12-137 brut nepurificat (jos),
dupé 24 h de tratament

Concluzii partiale

1 S-au studiat si optimizat condiiile de separare a fractiunilor cu activitate xilanazicd din

preparatul enzimatic brut obfinut prin cultivarea in conditii fermentative optime a tulpinii
selectionate Streptomyces spp. P12-137.

Prin precipitare cu sulfat de amoniu s-au separat la saturatii de 65% §i 80% doud fractiuni
active, obtindndu-se un grad de purificare al enzimei de 4,18. Cel mai mare randament de
recuperare al enzimei s-a obtinut la o saturatie de 65% sulfat de amoniu, la care activitatea
specificd este maximd 45,44 UA-mg! proteind si randamentul de purificare de 60,63%.
Fractiunile active enzimatic separate prin precipitare cu sulfat de amoniu au comportament
diferit in ceea ce privesc conditiile catalitice de activitate optimd (pH, temperaturd,
stabilitate) §i totodatd actioneazi diferit comparativ cu preparatul enzimatic brut, ceea ce
explicd capacitatea tulpinii selecionate Streptomyces spp. P12-137 de a sintetiza un complex
multienzimatic.

Proprietatile structurale si catalitice ale xilanazelor sintetizate de tulpina Streptomyces spp.
P12-137 sunt similare cu ale altor enzime din aceastd categorie sintetizate de streptomicete
descrise In literatura de specialitate.

Potentialul de hidroliz4 a substratului xilan este superior in cazul xilanazelor sintetizate de
tulpina Streptomyces spp. P12-137, fapt certificat prin analiza parametrilor cinetici (Vmax i
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K) §i analiza cromatograficd (HPLC) a produgilor de hidrolizd comparativ cu produsele
obtinute prin hidroliza acidd sau prin actiunea unui preparat comercial de exoxilanaza
fungicd (Trichoderma reser).

Preparatul enzimatic brut, obtinut cu tulpina Streptomyces spp. P12-137 reprezintd un
preparat ce poate fi recomandat pentru utilizare practicd pentru modificarea substraturilor
xilanazice naturale, cu implicatii deosebite in bioconversia deseurilor agroindustriale,
prelucrarea  materialelor  hemicelulozice, obtinerea de alimente functionale.
Xilooligoglucidele obtinute prin hidroliza xilanului pot fi utilizate in compozitia diferitelor
produse alimentare (produse Jactate, produse de panificatie) datoritd rolului de protectie
asupra mucoasei colonului si de reglare a dezvoltdrii florei merobiene de la acest nivel.

C.CONCLUZII GENERALE, ASPECTE ORIGINALE $1 PERSPECTIVE DE CONTINUARE A

CERCETARILOR

Concluziile generale care rezidi din studiile realizate in acord cu obiectivele stiintifice ale tezei de
doctorat sunt urmétoarele:

Streptomicetele, bacterii filamentose, larg rispandite in microbiota solurilor, reprezintd
surse potentiale importante pentru obtinerea enzimelor implicate in hidroliza substraturilor
hemicelulozice (celulaze §i xilanaze).

Majoritatea tulpinilor de streptomicete izolate §i testate au demonstrat capacitatea de a
sintetiza complexe enzimatice cu activitate celulozolitica si xilanolitic.

Prin optimizarea conditiilor fermentative este posibild coordonarea mecanismului de
biosintezd in sensul intensificarii biosintezei unui tip de enzime in detrimentul altora,
corelat cu aplicatiile practice ale preparatelor obtinute. Astfel, s-a demonstrat posibilitatea
obtinerii de xilanaza liberd de celulaze prin controlul compozitiei mediului fermentativ.

In condifii biotehnologice controlate, tulpina selectionati Strepiomyces spp. P12-137
sintetizeazd un complex de enzime xilanazice, cu proprietiti catalitice particulare, dintre
care doud fractiuni sunt evidente §i pot fi separate prin precipitare cu sulfat de amoniu la
saturatii de 65% si 80%.

Pentru aplicatii practice este eficientd utilizarea preparatului enzimatic brut cu activitate
complexd, care prezintd o putere hidroliticd superioard a xilanului cu aplicatii practice
deosebite in bioconversia substraturilor naturale hemicelulozice in produse cu valoare
economica §i pentru cresterea calititii viefii.

Cercetarile realizate si rezultatele obtinute relevd o serie de elemente originale ale tezei de
doctorat cu impact stiintific si aplicativ, dupd cum urmeaza:

Studiile au abordat in premiera in Roménia posibilitatea utilizarii streptomicetelor ca surse
importante de enzime comerciale pentru bioconversia compusilor hemicelulozici.

S-au studiat si eficientizal etapele de izolare i selectie a tulpinilor de streptomicete activ
producitoare de hemicelulaze prin aplicarea unor tehnici moderne de selectie calitativi
bazati pe utilizarea substraturilor cromogene insolubile pe bazi de AZCL (engl azurine
cross-linked).

S-au identificat prin modelare matematicd conditiile fermentative in care este posibila
obtinerea, in conditii naturale, a preparatelor xilanazice libere de celulaze. Acest aspect
prezintd o importan{d deosebits facilitind controlul biosintezei de xilanaze libere de
celulaze si cresterea eficientei economice prin reducerea etapelor de purificare.
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* S-a demonstrat complexitatea functionald a xilanazelor sintetizate de streptomicete §i

posibilitatea coordondrii activititii catalitice in procese dirfjate de biotransformare a
xilanilor in sisteme model si sisteme alimentare.

Aceste studii deschid noi perspective de continuare a cercetirilor care vizeazd utilizarea
preparatului xilanazic sintetizat de tulpina selectionatd Streptomyces spp. P12-137 pentru
modificarea structurali a xilanilor in vederea obtinerii de xilo-oligoglucidelor cu rol de protectie,
cu impact deosebit pentru siniitatea populatiei si cresterea calititii vietii.
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