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OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Pe plan international, microorganismele psihrofile reprezintd, in prezent, tentatia
noilor cercetdri in domeniul biotehnologiei deoarece aceste microorganisme,
colonizate in medii extreme, au proprietati biotehnologice deosebite, prin capacitatea
de a sintetiza noi metaboliti, noi biocatalizatori cu proprietdti deosebite si cu valoare
economicd, pe cdi metabolice diferentiate de cele ale microorganismelor comune.

in tara noastra studiul microorganismelor psihrofile, ca producatori de enzime, active
la temperaturi scdzute, este de data relativ recentd, realizari in acest domeniu putand
fi mentionate ca fiind ale cercetdtorilor de la Departamentul de Bioinginerii,
Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Galati, prin colaborarea cu Institutul
Roman de Cercetari Polare din Bucuresti si Fundatia Antarcticd Romana.

Teza de doctorat intitulata ,Evaluarea potentialului bacteriilor din biotopul Antarctica
privind obtinerea de hidrolaze adaptate la temperaturi scizute” reprezinta un demers de
cercetare fundamentala modernd, situat la interdisciplinaritatea geneticd -
informaticd - microbiologie. Demersul stiintific urmadreste izolarea de noi
microorganisme din biotopuri polare (Antarctica), selectia de tulpini de bacterii
polare (genul Streptomyces spp.) producdtoare de enzime, din categoria hidrolaze
(amilaze si proteaze) precum si identificarea, caracterizarea si purificarea amilazelor
si proteazelor, active la temperaturi scazute, cu aplicatii industriale.

Realizarea scopului propus a fost in concordanta cu indeplinirea unor obiective
specifice, derivate din evaluarea stadiului actual al cercetarilor pe plan mondial,
privind izolarea, selectia si caracterizarea tulpinilor de streptomicete polare, potential
producdtoare de enzime active la temperaturi scazute, dupa cum urmeaza:

* Jzolarea din biotopuri polare (Antarctica) si selectia unor streptomicete
potential producdtoare de amilaze si proteaze, active la temperaturi scazute.

» (Caracterizarea biochimica si genetica a tulpinilor selectionate de streptomicete
polare.

* Optimizarea compozitiei mediilor fermentative pentru controlul biosintezei
hidrolazelor din complexul enzimatic activ.

* Evaluarea conditiilor fizico-chimice de actiune a hidrolazelor sintetizate de
tulpina selectionata psihrotoleranta, Streptomyces 4 Alga, in preparate brute si
purificate.

Teza de doctorat a fost elaboratd in perioada 2007-2010, in cadrul Universitatii
»,Dundrea de Jos” Galati, Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Platforma de
cercetare si formare , Bioaliment” si in laboratoarele Departamentului de Agricultura
si Ecologie din cadrul Facultatii de Stiintele Vietii, Universitatea din Copenhaga.
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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat este prezentatd pe 208 de pagini si se compune din doud parti: 0
parte de studiu documentar care contine 4 capitole si o parte de cercetdri originale,
structurate pe 4 capitole. Lucrarea contine 80 figuri si grafice si 51 de tabele.

STUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar, intitulat Stadiul actual al cunoasterii privind utilizarea
microorganismelor psihrofile pentru obtinerea de enzime cu valoare economicd, prezinta cele
mai noi informatii apdrute pe fluxul principal de publicatii in domeniul abordat,
grupate in patru capitole, cu referire la:

— Microorganismele adaptate la temperaturi scdzute, potentiali agenti in
biotehnologia preparatelor enzimatice.

— Caracterele taxonomice, morfologice si fiziologice ale bacteriilor din genul
Streptomyces.

— Conditiile biotehnologice de obtinere a hidrolazelor, de tipul amilaze si
proteaze, cu streptomicete selectionate.

— Proprietatile catalitice ale hidrolazelor, active la temperaturi scdzute, sintetizate
de streptomicete.

STUDIU EXPERIMENTAL

Partea experimentald prezintd rezultatele originale si contributiile stiintifice la
dezvoltarea cunoasterii si este structuratd in patru capitole distincte, dupa cum
urmeaza.

Capitolul 5, intitulat Izolarea din biotopuri polare (Antarctica) si selectia unor streptomicete
potential producitoare de amilaze si proteaze, active la temperaturi scizute, prezinta
rezultatele obtinute in etapa de izolare si selectie a unor streptomicete polare,
potential producatoare de amilaze si proteaze, active la temperaturi scdazute, folosind
metode clasice si metode moderne de investigare.

Capitolul 6, Caracterizarea biochimicd si geneticd a tulpinilor selectionate de streptomicete
polare, abordeaza caracterizarea biochimicad si geneticd a tulpinilor selectionate de
streptomicete polare, utilizand cele mai moderne metode de analiza descrise de
literatura de specialite, intrucat se cunoaste dificultatea identificarii bacteriilor
apartinand genului Streptomyces.

Capitolul 7, intitulat Optimizarea compozitiei mediilor fermentative pentru controlul
sintezei hidrolazelor din complexul enzimatic, prezintd rezultatele obtinute privind
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optimizarea compozitiei mediilor fermentative pentru controlul biosintezei enzimelor
din complexul enzimatic.

Capitolul 8, denumit Evaluarea conditiilor fizico-chimice de actiune a hidrolazelor
sintetizate de tulpina psihrotolerantd, Streptomyces 4 Alga, in preparate brute si
purificate, descrie evaluarea conditiilor fizico-chimice de actiune a hidrolazelor
sintetizate de tulpina psihrotoleranta, Streptomyces 4 Alga, in preparate brute si
purificate.

REZULTATE EXPERIMENTALE

5. Izolarea din biotopuri polare (Antarctica) si selectia unor streptomicete potential
producatoare de amilaze si proteaze, active la temperaturi scazute

Materiale

Probe de sol si vegetatie recoltate in perioada 2004-2006, din arealele Antarctica de Est
si Antarctica de Vest, zonele Muntii Grove, Lacul Progress 2 si Insula King George.
Probele au fost obtinute prin intermediul Fundatiei Antarctice Romane si a
Institutului Roméan de Cercetari Polare, Bucuresti.

Microoganisme - Au fost studiate 30 de tulpini de Streptomyces spp. dintre care:

7 tulpini de streptomicete polare apartindnd colectiei laboratorului de
Microbiologie al Universitdtii “Dunarea de Jos” din Galati (indicativ MIUG),
conservate prin pastrare sub ulei de parafina steril;

23 de tulpini de streptomicete polare nou izolate in timpul desfasurarii
programului de cercetare doctorala.

Reactivi

Substraturile cromogene insolubile (AZCL-Amylose, AZCL-Casein), precum si
substratul cromogen solubil amidon-rosu (Red starch) au fost procurate de la
Megazyme International Ireland Ltd., Irlanda.

Metode de analiza

Metode de izolare, intretinere si conservare a culturilor pure de bacterii
apartinand genului Streptomyces spp.

Metode clasice si moderne de selectie pentru evidentierea tulpinilor de
Streptomyces spp. producdtoare de hidrolaze

Tehnici clasice si moderne de evaluare a potentialului enzimatic al tulpinilor
selectionate

Tehnici de evaluare a activitatii hidrozelor in extractele enzimatice brute
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Rezultate si discutii

Izolarea streptomicetelor din habitaturi polare

Au fost izolate si analizate 23 de tulpini de Streptomyces spp. izolate din probe de sol
si vegetatie prelevate din Antarctica de Est si Antarctica de Vest, arealele Muntii
Grove, Lacul Progress 2 si Insula King George, in anul 2008 (Tabel 5.1).

Tabelul 5.1. Tulpinile de streptomicete izolate din habitaturi polare

Nr.crt Cod
tulpina

1 Stoc 6K2

2 Stoc 8K2

3 2K2

4 8K1

5 Stoc 15K

6 STOC 1K

7 STOC
27K1A

8 STOC
27K1G

9 3KA

Sursa  si
prelevarii probei
Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

locul Data

izolarii
9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

Caractere culturale

Colonii cu perimetru
circular, miceliu aerian
de culoare crem, aspect
pulverulent

Colonii cu dimensiuni
reduse, miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat

Miceliu aerian de
culoare gri, apect
catifelat

Colonii cu dimensiuni
reduse, miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat

Colonii cu dimensiuni
reduse, miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat

Miceliu aerian de
culoare crem, aspect
lucios

Miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat

Miceliu aerian de
culoare gri-cenusiu,
aspect catifelat

Miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

3KG

oK

Stoc 1K

P2C4

4 Alga

STOC 2K1

27K3

27K1

33K2G

33K2V

33K3G

33K3Cc

33K3Cl

B2K2

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)
Vegetatie; Lacul
Progress 2
(Antarctica de Est)
Vegetatie Lacul
Progress 2
(Antarctica de Est)
Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Insula King
George (Antarctica
de Vest)

Sol; Muntii Grove
(Antarctica de Est)

9.01.08

9.01.08

9.01.08

01.02.0

01.02.0

9.01.08

10.01.0

10.01.0

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

9.01.08

Miceliu aerian de
culoare gri-cenusiu,
aspect catifelat

Miceliu aerian de
culoare gri-cenusiu,
aspect catifelat
Colonie cu hife aeriene
de culoare alb, aspect
pufos

Colonie extinsi cu
miceliu aerian de culoare
albd, aspect cretos
Colonie cu miceliu
aerian de culoare alb si
aspect cretos

Miceliu aerian de
culoare alb, aspect
catifelat

Colonii circulare, miceliu
aerian de culoare alb,
aspect pufos

Colonii circulare, miceliu
aerian de culoare alb,
aspect pufos

Miceliu aerian de
culoare gri, aspect
catifelat

Miceliu aerian de
culoare violet-lavands,
aspect pufos

Miceliu aerian de
culoare gri, aspect
catifelat

Miceliu aerian de
culoare crem, aspect
pulberulent

Miceliu aerian de
culoare crem, aspect
lucios

Miceliu aerian de
culoare gri, aspect
catifelat
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Din colectia MIUG au fost utilizate in studiile de selectie tulpinile codificate MIUG
1P, MIUG 6P, MIUG 7P, MIUG 8P, MIUG 11P, MIUG 12P, MIUG 13P. Acestea desi
au fost caracterizate in alte studii, s-au utilizat ca etalon si totodata s-a verificat
mentinerea potentialului de biosinteza a enzimelor prin conservarea streptomicetelor.

Selectia calitativd a tulpinilor de Streptomyces spp. producdtoare de amilaze si proteaze, active
la temperaturi scazute

La temperatura de 25°C tulpinile nou izolate, din probe de sol si vegetatie din zone
polare, codificate 3KG, P2C4 si 4 Alga, prezintd activitate proteoliticd semnificativa.
Tulpinile codate P2C4 si 4 Alga, nou izolate, dar si Streptomyces MIUG 11P, MIUG
12P, apartinand Colectiei de Microorganisme MIUG prezinta un potential superior de
hidroliza a cazeinei la temperaturi scazute (5°C) (figura 5.1).

4Alga I

P2C4 I

33K2V I

33K2G ]

3KG
]

3KA
]

27K3

S27K1G I

Tulpini de Streptomyces spp.

S27K1A I

33K3G |

MIUG 13P I

MIUG 12P I

MIUG11P I
MIUG 8P I
MIUG7P I

MIUG 1P I

[=le @ 25°C

0 2 4 6 8 10 12

Raport de cazeinolizi

Fig. 5.1. Potentialul streptomicetelor polare de a degrada cazeina, prin cultivare in
domenii de temperaturi diferite

Tulpinile codificate 33K2V, P2C4 si 4 Alga (nou izolate din probe de sol si vegetatie
polarad) si MIUG 1P, MIUG 11P, MIUG 12P (din colectia MIUG) au abilitati excelente
de a hidroliza amidonul la temperatura de 25°C (figura 5.2).
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P2C4 I

4 Alga I

33K2V l

3KG |

3KA |

27K3 | |

S27K1G |

33K3G |

Tulpini de Streptomyces spp.

MIUG 13P [
MIUG 12P [

MIUG 11P [
MIUG 8P I

| o s5eC 0 25°C

MIUG 7P
I

MIUG 1P I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Raport de amiloliza

Fig. 5.2. Hidroliza amidonului de cdtre streptomicetele polare prin cultivare la diferite
temperaturi

Tn urma acestui experiment s-a decis selectia tulpinilor codificate Streptomyces MIUG
1P, MIUG 11P, MIUG 12P, MIUG 13P (apartinand Colectiei de Microorganisme
MIUG), dar si tulpinile 4 Alga si P2C4 (tulpini nou izolate din probe de vegetatie
polard) datoritd potentialului lor de a produce enzime hidrolitice, active la
temperaturi scazute.

Tulpinile de Streptomyces spp. codificate MIUG 1P, MIUG 11P, si tulpinile nou izolate,
P2C4 si 4 Alga sunt capabile sa creasca si sd biosintetizeze enzime amilolitice, active
la temperaturi cuprinse intre de 15 - 20°C, si la valori de pH cuprins in intervalul 6,0 —
9,0 (tabelul 5.2).
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Tabelul 5.2. Evaluarea proprietdtilor fiziologice ale streptomicetelor polare
selectionate prin cultivare pe mediul de culturd bazal imbogatit cu
0,05% AZCL-Amylose

Tulpini Crestere relativa*

selectionate pH Temperatura, °C
Streptomyces 60 70 8,0 9,0 5 10 15 20
spp.

MIUG 1P + + + + - - - +
MIUG 11P + + + + - - - -
MIUG 12P + + + + - - + -
MIUG 13P + + + + - - - +
4 Alga + + + + - - + +
P2C4 + + + + - - + +

* — dezvoltare coloniald nedetectabild; + dezvoltare in limite morfologice normale

Majoritatea streptomicetelor polare pot creste si biosintetiza proteaze la valori
alcaline de pH dar nu si la temperaturi sciazute (tabelul 5.3). Tulpina Streptomyces
MIUG 12P, dar si tulpinile nou izolate din probe de vegetatie, P2C4 si 4Alga sunt
capabile sa creasca si sd biosintetizeze enzime proteolitice, active la valori de pH
cuprins in intervalul 6,0 - 9,0 si la temperatura de 20°C.

Tabelul 5.3. Diagnosticarea cresterii streptomicetelor polare selectionate prin cultivare
pe mediul de culturd bazal suplimentat cu 0,05% AZCL-Casein

Tulpini Crestere relativa*

selectionate pH Temperatura, °C
Streptomyces 6,0 70 80 90 5 10 15 20
spp.

MIUG 1P - - + + - - - -
MIUG 11P - + + + - - - -
MIUG 12P - + + ; ; ) ] +
MIUG 13P - - - - - - - -

4 Alga + + + + - - + +
P2C4 + + + + - - - +

*— dezvoltare coloniald nedetectabild; + dezvoltare in limite morfologice normale

In urma selectiei calitative folosind atat metoda clasicd de selectie, care a presupus
utilizarea amidonului si a cazeinei, ca unice surse de carbon si azot, dar si a metodei
moderne care a implicat folosirea substraturilor insolubile cromogene, de tip AZCL,
s-a decis studierea tulpinilor Streptomyces MIUG 12P, apartinand Colectiei de
Microorgnisme MIUG, dar si a tulpinilor nou izolate din probe de vegetatie din Lacul
Progress 2 (Antarctica de Est), P2C4 si 4 Alga, pentru a evidentia proprietatile de a se
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dezvolta si a produce amilaze si proteaze, active si la temperaturi scdzute si intr-un
domeniu larg de pH.

Evaluarea pe criterii cantitative a potentialului streptomicetelor selectionate de a produce
hidrolaze active la temperaturi scizute

Pentru tulpinile selectionate, in preparate enzimatice brute, obtinute prin cultivare
submersd, pe mediul codificat McS, la 230 rpm, timp de 10 zile, la temperatura de
20°C, s-au testat activitdtile enzimatice (alfa si beta amilaze si proteaze), in domeniul
de temperatura 5°C-80°C pentru a evalua functionalitatea enzimelor (figura 5.3 a, b,

C).

8 4 90 -
€ 7 M « B0 M Tulpini
CE B Tulpini 2 70 Streptontyces spp.
ad M ] —
b M Strepomyces spp. = a0 4 M
R 3y
E T 501
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Fig. 5.3. Influenta temperaturii asupra activitdtii hidrolazelor sintetizate de tulpinile
polare selectionate, a) alfa-amilaza, b) beta-amilaza, c) proteaze

Din analiza datelor experimentale rezultd ca tulpinile de streptomicete selectionate
sintetizeazd a-amilaze care actioneaza optim la temperaturi de 30°C...40°C. Dintre
cele trei tulpini selectionate se remarca tulpina Streptomyces 4 Alga care produce a-
amilaza activd in domeniul de temperatura 5°C...20°C. Aceastd tulpind se remarca
totodata si prin biosinteza de B-amilaza activa in domeniul 10°C...20°C, in schimb in
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cazul proteazelor enzimele au optimul de activitate la temperaturi superioare
50°C...70°C.

Concluzii partiale

v Au fost studiate 30 de tulpini de Streptomyces spp. izolate din probe de sol si
vegetatie prelevate din Antarctica de Est si Antarctica de Vest, dintre care 23 de
tulpini de streptomicete nou izolate, in anul 2008, din probe de sol si vegetatie din
Muntii Grove, Lacul Progress 2 si Insula King George si 7 tulpini de streptomicete
apartinand colectiei laboratorului de Microbiologie al Universitdtii “Dundrea de
Jos” din Galati (indicativ MIUG), conservate prin pastrare sub ulei de parafina
steril.

v Selectia calitativd a tulpinilor de streptomicete polare, prin cultivare pe medii cu
substraturi cromogene insolubile, a permis cresterea eficientei selectiei de tulpini
activ producdtoare de enzime incd din prima etapa de selectie, aceasta fiind o
tehnicd modernd simpld, rapida si specificd pentru studiul unui numar mare de
tulpini de streptomicete.

v Evidentierea producerii de amilaze s-a confirmat prin tehnica rapida de hidroliza a
substratului cromogen solubil (red starch), care a permis identificarea pe criterii
semicantitative a potentialului tulpinilor active.

v"Au fost selectionate doud tulpini active, Streptomyces 4 Alga si Streptomyces P2C4,
dintre culturile nou izolate si tulpina Streptomyces MIUG 12P din colectia
Platformei Bioaliment, ca tulpini psihrotrofe capabile sa creascd si sa sintetizeze
hidrolaze la temperaturi scazute.

v Aceste proprietati ale hidrolazelor sintetizate de streptomicele polare selectionate le
recomanda pentru aplicatii in procese de bioremediere, in industria alimentara si
industria detergentilor, care opereaza la temperaturi scazute.

6. Caracterizarea biochimica si genetica a tulpinilor selectionate de
streptomicete polare

Microoganisme

Tulpinile selectionate Streptomyces 4 Alga, Streptomyces P2C4 si Streptomyces
MIUG 12P, conservate in ultrafreezer, la temperatura de -70°C, folosind ca agent
de crioconservare 15% glicerol.
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Vectori de clonare

Pentru experimentele de transformare s-a folosit vectorul pCR.2.1 ce exprima
gene marker pentru rezistenta la kanamicina si ampicilina.

Kituri de analiza

Denumire kit Firma producatoare Scopul utilizarii
Power Soil™ MO BIO Laboratories Izolare ADN
Inc., Carlsbad, CA 92010
FastDNA® Qbiogene, Danemarca Izolare ADN
QIAprep Spin Miniprep Qiagen, Danemarca Purificare ADN
Setting up the TOPOR Cloning Invitrogen, Danemarca  Experimente de
Reaction clonare
Transforming One ShotRDH5a™ - Invitrogen, Danemarca Experimente de
T1R, TOP10, and TOP10F transformare

Competent Cells

Programe
Finch TV (Geospiza, Inc. Seattle, SUA)
CLC Main Workbench 5.1 (CLC bio, Danemarca)

Metode de analiza
Metoda Biolog pentru caracterizarea biochimica

Tehnici de caracterizare filogenetica a tulpinilor de streptomicete polare
selectionate

Rezultate si discutii

Caracterizarea biochimicd a tulpinilor selectionate de streptomicete polare

Desi taxonomistii au acordat o mare atentie studiului streptomicetelor,
caracterizarea si identificarea lor creeazd incd serioase probleme datorita
complexitatii caracterelor morfologice si fiziologice ale acestora.

Pentru caracterizarea si identificarea speciilor genului Streptomyces literatura de
specialitate ofera numeroase date fara a avea pretentia ca au fost epuizate toate
criteriile taxonomice, in realitate insd existind numeroase suprapuneri de
caractere, mai ales la nivel de specii sau subspecie.

Proprietatile biochimice ale tulpinilor de streptomicete selectionate, codificate 4
Alga, P2C4 si MIUG 12P, privind capacitatea de a metaboliza diferite substraturi
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cu carbon au fost stabilite folosind pldcile de titrare Biolog. Prin utilizarea
plédcilor de titrare Biolog se evidentiaza capacitatea tulpinilor selectionate de a
metaboliza o gamd variatd de surse de carbon.

Caracterizarea ¢eneticd a tulpinilor selectionate

Izolarea ADN-ului cromozomal (ADNCcr)

Au fost studiate diferite metode de extractie a ADN-ul cromozomal din tulpinile
polare selectionate.

La tulpina Streptomyces 4 Alga a fost obtinutd o concentratie de ADN extras de
3,46 ng-uL! si un raport, A260/A280, de 0,73. Tn schimb, pentru tulpinile
codificate MIUG 12P si P2C4 s-au inregistrat concentratii de ADN cromozomal
de 6,84 ng-pL-* si respectiv, 3,88 ng UL, iar raportul A260/A280 a fost de 1,18 si
respectiv, 1,36.

S-au obtinut raporturi A260/A230 mai mici de 2,2 pentru toate cele trei tulpini de
streptomicete studiate. Astfel, in cazul tulpinii Streptomyces MIUG 12P s-a obtinut un
raport A260/ A230 de 0,78 ceea ce indicd un grad ridicat de contaminare proteicd a
ADN-ului izolat.

Intrucdt Tn urma aprecierilor spectrofotometrice dar si electroforetice
concentratia si puritatea ADN-ului extras nu au fost adecvate pentru a sustine
ulterioare tehnici de biologie moleculara, a fost realizatd secventierea ARNr 16S.

Determinarea spectrofotometricd a purititii ADN-ului plasmidial recombinat

Dupa izolarea plasmidelor recombinate (purtdtoare ale clonelor ce contin genele
ce codifica ARNr 16S de la Streptomyces 4 Alga, Streptomyces P2C4 si Streptomyces
MIUG 12P) din transformantii de E. coli, au fost evaluati parametri: concentratie
si puritate (tabelul 6.1). Se poate observa ca au fost inregistrate concentratii
cuprinse intre 301,58 ng-pL-! si 411,06 ng-pL-1, si un raport A260/A280 cuprins
intre 1,86-1,90, pentru cei patru transformanti ai tulpinii Streptomyces 4 Alga.

Tabelul 6.1. Identificarea spectrofotometricd a puritatii si a integritatii ADN-ului

plasmidial
Streptomyces Clone Concentratie Densitate Raport
spp. ADN, optica
ng-pL-t 260 280nm A260/A280 A260/A230
nm
4 Alga 1.1 346,95 6,939 3,658 1,90 2,31
1.2 411,06 8,221 4,423 1,86 2,29
1.3 327,19 6,544 3,492 1,87 2,29
14 301,58 6,032 3,201 1,88 2,31
P2C4 2.1 330,60 6,612 3,516 1,88 2,30
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2.2 384,81 7,696 4,133 1,88 2,29
2.3 404,99 8,100 4,369 1,86 2,27
2.4 337,70 6,754 3,584 1,85 2,28
MIUG 12P 3.1 370,57 7,411 3,966 1,88 2,29
3.2 404,30 8,086 4,372 1,87 2,27
3.3 363,55 7,271 3,857 1,85 2,23
3.4 336,09 6,722 3,585 1,88 2,30

Datele obtinute confirma ca etapele de clonare, transformare si purificare si-au
atins scopul si anume acela de a obtine ADN plasmidial cu puritate ridicata
necesar secventierii genice si, in final, identificarii filogenetice a tulpinilor
selectionate de streptomicete polare.

Din datele prezentate Tn tabelul 6.1 se poate observa un raport A260/A230
cuprins intre 2,23 si 2,31, pentru toti transformantii studiati, ceea ce indicd un
grad scdzut de contaminare proteica a ADN-ului plasmidial.

Analiza electroforeticd a ADN-ului plasmidial

Produsii de transformare au fost vizualizati in gel de agaroza 0,8% (figura 6.1).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213
uuuu-uauguﬂuu

Fig. 6.1. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de transformare; 1-4: ADN
plasmidial de la tulpina Streptomyces 4 Alga; 5-8: ADN plasmidial de la
tulpina Streptomyces P2C4; 9: marker molecular; 10-13: ADN plasmidial
de la tulpina Streptomyces MIUG 12P

Conform datelor prezentate in figura 6.1. se poate observa ca prin digestia ADN-
ului cu enzima de restrictie EcoRI s-au format, pentru fiecare tulpina
selectionatd, ampliconi cu greutate moleculard corespunzatoare valorii de 1500
pb, specifici genei ARNr 16S.

Analiza filogeneticd a tulpinilor polare selectionate

Analiza Blast comparativad a secventelor nucleotidice corespunzatoare genelor ce
codifica ARNr 16S la tulpinile Streptomyces MIUG 12P, Streptomyces P2C4 si
Streptomyces 4 Alga, izolate si selectionate, a demonstrat un grad ridicat de
similaritate, aproximativ 99%. Astfel, Streptomyces 4 Alga este foarte
asemadnadtoare cu Streptomyces P2C4 (99,80%) si Streptomyces MIUG 12P (99,60%).
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Astfel, tulpinile izolate si selectionate sunt similare, in proportie de 99%, cu
Streptomyces flavofungini.

Streptomyces flavofungini
50! Streptomyces sp. ACT-0093
_416 Streptomyces sp. MP47-91
Streptomyces sp. 4Alga

5{:?
a1 + Streptomyces sp. P1C4
——— = Streptomyces sp. MP47-06
Streptomyces sp. 5240
Streptomyces sp. VTT E-99-1330 (A83)
Streptomyces griseus

0,002

+ Streptomyces sp. MIUG
12P

Fig. 6.2. Dendograma bazatd pe analiza ARNr 16S prezentand distanta dintre
cele trei tulpini de streptomicete selectionate

Comparand secventele analizate cu cele existente in baza publica de date BLAST
s-au evidentiat similaritdti in proportie 99-100% cu secventele de ADN
apartinand bacteriilor din genul Streptomyces (figura 6.2.).

Tabelul 6.2. Secvente de gene ale tulpinilor polare de streptomicete selectionate
similare cu alte tulpini de Streptomyces spp., conform bazei de date

GenBank/EMBL/DDBJ

Tulpini Grad de similaritate
Streptomyces 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
spp.
Streptomyces 4 99,8 99,8 99,6
Alga 0 0 0
EF571003 99,8 99,7

7 3
EF571002 99,8 99,7

7 3
AF429394 99,8 99,7

7 3
EU443837 99,8 99,7

7 3
EU263063 99,8 99,8 99,6
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3 3 3 3 0 0 0
GQ92453 999 999 999 999 998 998 99,6

3 3 3 3 0 0 0
EU263062.1 99,80 99,8 998 998 998 998 99,8 99,7

Streptomyces 99,80
P2C4

Streptomyces 99,60
MIUG 12P

Toate cele trei tulpini izolate si selectionate se incadreaza in clusterul de taxoni
cuprins intre S. griseus (EF571003) (~45%) si S. flavofungini (EF571002) (~50%).
Streptomyces sp. MP47-91 (EU263063) este tulpina cea mai apropiatd din punct de
vedere filogenetic de clusterul de tulpini analizate.

Tulpina codificata Streptomyces 4 Alga s-a dovedit a fi in proportie de 100%
identicd cu specii de Streptomyces spp. izolate din Norvegia (EU263063) si
Insulele Solomon (GQ924533) (tabelul 6.2).

Tehnica de identificare o tulpinilor nou izolate folosind analiza secventelor
genice ale regiunilor ADNr 16S este rapida si precisd. Aceastd tehnica este
importantd pentru identificarea filogeneticd a microorganismelor care se
dezvoltd greu si in cazul cdrora metodele clasice de diagnosticare se realizaza
greu, sunt costisitoare, iar interpretdrile sunt subiective, asa cum este cazul
streptomicetelor (Ghadin et al., 2008).

Concluzii partiale

v" Tulpinile polare selectionate, nou izolate din probe de vegetatie din Lacul
Progress 2, Antarctica, Streptomyces 4 Alga , Streptomyces P2C4 si tulpina
Streptomyces MIUG 12P din Colectia MIUG, au fost caracterizate din punct de
vedere biochimic si genetic.

v" Proprietdtile biochimice ale tulpinilor polare selectionate au fost analizate
aplicand testul Biolog. S-a demonstrat ca tulpinile selectionate, Streptomyces 4
Alga, Streptomyces P2C4 si tulpina Streptomyces MIUG 12P sunt capabile sa
metabolizeze o gamad largd de substraturi cu carbon.

v Au fost studiate diverse metode de seprare a ADN-ul cromozomal din
tulpinile polare selectionate. Metoda cu microunde si kitul FastDNA® nu sunt
adecvate pentru extractia ADN-ului la streptomicetele polare studiate.
Concentratii adecvate de ADN si o puritate corespunzdtoare au fost obtinute
cu ajutorul kitului PowerSoil™,
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v" Pentru identificarea filogenetica a tulpinilor selectionate a fost accesata baza
de date BLAST, si de asemenea au fost utilizate programele Finch TV
(Geospiza, Inc. Seattle, SUA) si CLC Main Workbench 5.1 (CLC bio,
Denemarca).

v Tulpina Streptomyces 4 Alga s-a dovedit a fi in proportie de 100% identica cu
specii de Streptomyces spp. izolate din Norvegia si Insulele Solomon.
Streptomyces 4 Alga este, de asemenea, asemdndtoare, din punct de vedere
filogenetic, cu tulpina Streptomyces P2C4 (99,53%) si tulpina Streptomyces
MIUG 12P (99,53%).

v Tulpina Streptomyces 4 Alga va constitui tulpina de referinta in studiile
ulterioare privind optimizarea conditiilor fermentative, in scopul obtinerii de
randamente maxime de amilaze si proteaze, active la temperaturi scazute,
precum si evaluarea conditiilor fizico-chimice de actiune a hidrolazelor in
preparate brute si purificate.

7. Optimizarea compozitiei mediilor fermentative pentru controlul sintezei
hidrolazelor din complexul enzimatic

Microoganism
In studiu s-a utilizat tulpina Streptomyces 4 Alga, izolatsd din probe de vegetatie

prelevate din Lacul Progress 2 (Antarctica de Est), Tn anul 2008.
Metode de analiza
Modelul experimental Plackett-Burman

Metoda analizei suprafetei de raspuns pentru optimizarea compozitiei
mediilor fermentative

Rezultate si discutii

Identificarea compusilor chimici semnificativi in procesul de biosintezd a hidrolazelor,
active la temperaturi scizute, folosind modelul experimental Plackett-Burman

Mediile fermentative utilizate pentru biosinteza enzimelor hidrolitice trebuie sa
contind in diferite raporturi optime sursa de carbon si sursa de azot, care pot juca
si rolul de inductori ai biosintezei enzimelor, precursori, cofactori si
microelemente.

Tabelul 7.1. Modelul Plackett-Burman pentru selectia surselor nutritive
semnificative care influenteaza biosinteza hidrolazelor, active la
temperaturi scdzute
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Varianta Componente chimice in compozitia mediului fermentativ, g%
experi A* B C D E F G H I J K
mentala

1 200 125 050 1,00 100 0,20 050 2,00 2,00 3,00 1,00
2 0,75 125 1,00 050 1,00 0,20 2,00 2,00 2,00 1,00 3,00
3 200 050 1,00 1,00 050 0,20 2,00 500 2,00 1,00 1,00
4 0,75 125 050 1,00 100 0,10 2,00 500 5,00 1,00 1,00
5 0,75 050 1,00 050 1,00 0,20 050 5,00 5,00 3,00 1,00
6 0,75 050 050 1,00 050 0,20 2,00 2,00 5,00 3,00 3,00
7 200 050 050 050 1,00 0,10 2,00 500 2,00 3,00 3,00
8 200 125 050 050 050 0,20 050 5,00 5,00 1,00 3,00
9 200 125 1,00 050 050 0,10 2,00 2,00 5,00 3,00 1,00
10 0,75 125 1,00 1,00 050 0,10 050 5,00 2,00 3,00 3,00
11 200 050 1,00 1,00 1,00 0,10 050 2,00 5,00 1,00 3,00
12 0,75 050 050 050 050 0,10 050 2,00 2,00 1,00 1,00

*A-amidon, B-glicerol, C-maltozd, D-extract de malt, E-glucozd, F-uree, G-cazeinat de sodiu,
H-extract de drojdie, I-peptond, J-clorurd de calciu, K-clorurd de potasiu

In acord cu aceste date din literaturd, studiile de optimizare a mediilor de
biosinteza pentru tulpina selectionata Streptomyces 4 Alga au vizat evaluarea
efectului calitativ si cantitativ a unsprezece componente chimice cu rol de surse
de carbon, azot si minerale. Influenta celor unsprezece factori (amidon, glicerol,
maltozd, extract de malt, glucozd, uree, cazeinat de sodiu, extract de drojdie,
peptond, clorura de calciu si clorura de potasiu) asupra biosintezei de amilaze si
proteaze a fost investigatd folosind modelul Plackett-Burman (tabelul 7.1).

Conform analizei statistice, pentru biosinteza alfa-amilazei cu tulpina
Streptomyces 4 Alga, variabilele importante s-au dovedit a fi clorura de calciu si
extractul de drojdie. Concentratia de glicerol, concentratia de amidon si
concentratia de extract de drojdie influenteaza randamentul de biosinteza a beta-
amilzei. Tn schimb randamentul de biosintezd a proteazelor este influentat de
concentratia de extract de malt, concentratia de cazeinat de sodiu si concentratia
de uree.

Optimizarea compozitiei mediilor fermentative folosind metoda suprafetei de raspuns

Modelul compozitiei centrale cu doud variabile independente (concentratia de
extract de drojdie si concentratia de clorura de calciu), codificate pe cinci niveluri
de variatie (-a, -1, 0, +1, +a) si 11 experimente a fost utilizat pentru optimizarea
concentratiilor variabilelor care s-au dovedit a influenta pozitiv procesul de
sinteza a alfa-amilazei, activa la temperaturi scazute, cu Streptomyces 4 Alga.

Diagrama suprafetei de rdspuns precum si diagrama de contur (figura 7.1)
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evidentiaza valorile optime ale variabilelor independente (concentratia de extract
de drojdie si de clorurd de calciu) pentru care se inregistreaza randamente
superioare de biosinteza a alfa-amilazei, activa la temperaturi scdazute. Prin
urmare, mentinerea concentratiei la valoare minimd, si anume 5,00 g% extract de

drojdie si 0,25 g% clorura de calciu se obtine biosinteza maxima de alfa-amilaza
(11,2875 UA).
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Clorura de calciu, %

Fig. 7.1. Diagrama suprafetei de rdspuns (stanga) si graficul de contur (dreapta) ce
descriu efectele cantitative, corelative ale clorurii de calciu, g% si extractului

de drojdie, g% asupra randamentului de biosinteza a alfa-amilazei la
Streptomyces 4 Alga

Modelul compozitiei centrale cu trei variabile independente (concentratia de
glicerol, amidon si extract de drojdie), codificate pe cinci niveluri de variatie (-a,
-1, 0, +1, +a) si 17 experimente a fost utilizat pentru optimizarea compozitiei
mediului fermentativ pentru biosinteza beta-amilazei, activa la temperaturi
scdzute, cu tulpina Streptomyces 4 Alga. Mediul de referintd a fost constituit din
(g%): maltoza 0,50, extract de malt 0,50, glucoza 1,00, uree 0,20, cazeinat de sodiu
0,50, peptona 3,46, clorura de calciu 3,00 si clorura de potasiu 3,00, pH=7,0.
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Fig.7.2. Diagramele suprafetelor de raspuns (dreapta) si graficele de contur (stanga)
ce descriu efectele cantitative, corelative ale amidonului, g% si glicerolului,
0% (a), glicerolului, g% si extractului de drojdie, g% (b), amidonului, g% si
extractului de drojdie, g% (c) asupra randamentului de biosinteza a beta-
amilazei la Streptomyces 4 Alga

Rezultatele studiului de modelare statisticd a bioproducerii de beta-amilaza cu
tulpina psihrotrofa Streptomyces 4 Alga au permis identificarea valorilor optime
ale concentratiilor celor trei componente cu influentd esentiald asupra
randamentuluide biosinteza si anume: 2,00 g% amidon, 4,00 g% glicerol si 0,5%
extract de drojdie (figura 7.2). In aceste conditii biotehnologice se configureaza
un randament sporit de biosinteza a beta-amilazei, la valoarea maxima
predictionatd de model de 246,62 UA.

Modelul compozitiei centrale cu trei variabile independente (concentratia de
extract de malt, de cazeinat de sodiu si de uree) a fost utilizat si pentru
optimizarea mediului fermentativ pentru biosinteza de proteaze, active la
temperaturi scazute, cu Streptomyces 4 Alga. Paramentrii considerati
nesemnificativi, optimizati numeric cu ajutorul programului Design Expert, au
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constituit mediul de baza si anume (g%): amidon 0,75, glicerol 0,5, maltoza 0,5,
glucozd 0,5, extract de drojdie 5,0, peptond 5,0, clorura de calciu 2,0 si clorura de
potasiu 1,0.

in conditiile biotehnologice testate, randamente superioare de biosinteza a
proteazelor, active la temperaturi scazute, cu Streptomyces 4 Alga, se obtin in

medii cu 4,00 % extract de malt, 2,00 % cazeinat de sodiu si 0,20 % uree (figura
7.3).

Analizand conditiile biotehnologice pentru biosinteza enzimelor hidrolitice din
complexul enzimatic, rezultd ca proportia dintre cele trei tipuri de enzime,
a-amilaza, P-amilazd si proteaze, poate fi controlatda modificaind, in mediul
fermentativ, concentratia unor ingrediente esentiale pentru cresterea si
inmultirea celulelor si biosinteza enzimelor (tabelul 7.2).

Tabelul 7.2. Compozitia mediilor fermentative optimizate pentru biosinteza de
hidrolaze, active la temperaturi scazute, cu tulpina Streptomyces 4

Alga
Concentratie, g%
Mediul Mediul Mediul
Compus chimic optimizat optimizat optimizat
pentru pentru pentru
biosinteza biosinteza biosinteza
alfa- beta- proteazelor
amilazei amilazei
Amidon 0,75 2,00 0,75
Glicerol 0,88 4,00 0,50
Maltoza 0,77 0,50 0,50
Extract de malt 0,78 0,50 4,00
Glucoza 1,00 1,00 0,50
Uree 0,14 0,20 0,20
Cazeinat de sodiu 2,00 0,50 2,00
Extract de drojdie 5,00 0,5 5,00
Peptona 4,65 3,46 5,00
Clorura de calciu 0,25 3,00 2,00
Clorura de potasiu 1,00 3,00 1,00
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Fig. 7.3. Diagramele suprafetelor de rdspuns (dreapta) si graficele de contur (stanga)
ce descriu efectele cantitative, corelative ale extractului de malt, g% si
cazeinatului de sodiu, g% (a), ureei, g% si extractului de malt, 9% (b), ureei,

g% si cazeinatuluide sodiu, g% (c) asupra randamentului de biosinteza a
proteazelor la Streptomyces 4 Alga
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Pentru a valida modele matematice au fost transpuse conditiile biotehnologice in
laborator, in conditiile predictionate de model (Kar si Ray, 2008). Valorile
experimentale au fost apropiate de rezultatele predictionate de model ceea ce
confirma fidelitatea rezultatelor obtinute.

Concluzii partiale

v

S-a studiat efectul calitativ si cantitativ, si s-a optimizat concentratia unor
ingrediente din compozitia mediilor fermentative, esentiale pentru biosinteza
de amilaze si proteaze, active la temperaturi scazute, cu tulpina psihrotrofa
selectionata, Streptomyces 4 Alga, in conditii de laborator, in sistem submers.

Modelul experimental Plackett-Burman a oferit informatii privind relevanta
factorilor analizati asupra biosintezei enzimelor din complexul hidrolazic.
Astfel s-a demonstrat ca extractul de drojdie si clorura de calciu sunt factori
semnificativi Tn biosinteza alfa-amilazei, amidonul, glicerolul si extractul de
drojdie manifestd o influentd semnificativd asupra bioproducerii de beta-
amilazd, iar biosinteza de proteaze, active la temperaturi scdzute, este
semnificativ influentatd de concentratia de extract de malt, cazeinat de sodiu
si uree din compozitia mediului fermentativ.

In conditiile biotehnologice testate randamente sporite de a-amilaza se obtin
in medii cu 5,00% extract de drojdie si 0,25% clorurad de calciu, cu o crestere a
randamentului de enzima de 4,4 ori fatd de productia de enzima inregistrata
pe mediul de culturd neoptimizat.

Biosinteza P-amilazei este stimulatd in prezentda de 2,00% amidon, 4,00%
glicerol si 0,5% extract de drojdie. In aceste conditii activitatea beta-amilazica
a fost de 2,4 ori mai mare comparativ cu conditiile neoptimizate.

Pentru biosinteza maximad de proteaze, active la temperaturi scdzute, cu
tulpina selectionatd, Streptomyces 4 Alga rezultate semnificativ imbunatatite
se obtin in medii cu 4,00% extract de malt, 2,00% cazeinat de sodiu si 0,20%
uree. In aceste conditii optimizate randamentul de biosintezd a enzimelor
proteolitice s-a imbunatatit substantial, totodatd reducandu-se si durata de
cultivare.

Datele predictionate prin modelare matematicd au fost validate prin
experimente realizate in triplicat in conditii de laborator.
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8. Evaluarea conditiilor fizico-chimice de actiune a hidrolazelor sintetizate de
tulpina psihrotoleranta, Streptomyces 4 alga, Tn preparate brute si purificate

Microoganism - Tulpina Streptomyces 4 Alga, izolatd din probe de vegetatie
prelevate din Lacul Progress 2 (Antarctica de Est), Tn anul 2008.

Determinari

Determindrile au fost realizate in cadrul Departamentului de Agricultura si
Ecologie, Facultatea de Stiintele Vietii, Universitatea din Copenhaga, Danemarca.

Rezultate si discutii

Strategii de purificare

In cultura obtinutd prin cultivare submersd, timp de 8 zile la temperatura de
20°C s-a addaugat inhibitor proteazic, apoi s-a separat biomasa prin centrifugare
la 9000 rpm si la temperatura de 4°C, timp de 15 minute. Schematic protocolul
de purificare este prezentat in figura 8.1.

O cantitate mare de alfa-amilaza a fost separata in primele fractiuni colectate
prin elutie de pe coloana de schimb anionic, ceea ce indica faptul ca alfa-amilaza
are comportament similar cu moleculele neutre sau alcaline si nu sunt adsorbite
de faza stationard (rdsina anionica) (figura 8.2).
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Culturs submersa

Stabilizare prin adaos de
inhibitor proteazic

Centrifugare la 9000 rpm, 4°C,
15 minute

Precipitare la 80% Precipitare la 100%
saturatie (NH4)>SO4 saturatie (NH4)>SO4

! Cromatografie de
| Dializa I schimb ionic
Concentrare prin
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SDS-PAGE
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Fig. 8.1. Protocolul adoptat pentru purificarea alfa-amilazei
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Fig. 8.2. Profilul cromatografiei de Fig. 8.3. Determinarea masei

schimb ionic (A=280/254 nm) a moleculare a alfa-amilazei

fractiunii proteice obtinute prin sintetizata de tulpina Streptomyces

precipitarea extractului brut la 40 % 4 Alga prin SDS-PAGE; a) fractiuni

saturatie sulfat de amoniu si dializa active cumulate; b) proteine
standard
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In gelul de poliacrilamida se observa prezenta a trei benzi, masa moleculard a
alfa-amilazei fiind estimata la 45000 Da, celelalte doud benzi ar putea
corespunde inhibitorului proteazic (15000 Da) si a proteazelor (28000 Da) (figura
8.3). Ipoteza ca alfa-amilaza sintetizata de Streptomyces 4 Alga este un monomer
cu masa moleculara de 45000 Da este in acord cu rezultatele obtinute de Petinate
et al., 1999 si Dastager et al., 2008 care au descris proteaze cu mase moleculare
care variaza intre 19000 Da si 35000 Da.

Determinarea parametrilor cinetici

Determinarea constantei Michaelis-Menten a fost posibild prin reprezentarea
grafica a vitezei maxime de reactie (1/V) si a concentratiei de substrat (1/5)
utilizdnd metoda Lineweaver-Burk (Hoque et al., 2006) cu ajutorul programului
GraphPad Prism 5.

Valoarea Kwm pentru alfa-amilaza
partial purificata, pentru substratul
specific (amidon) (0,5 - 4%), a fost
de 0,3402% (figura 8.4). Pentru
substratul specific amidon s-a
obtinut viteza maximd de reactie,
Vmax = 10,18 U/mL. Datele sunt in
acord cu alte rezultate descrise in
literaturd. Alfa-amilaza produsa de
o specie nou izolata de Streptomyces
S gulbargensis, stabila la pH alcalin
Concentratie de amidon, % (pH 85 - 11,0), cu temperatura
optimd de actiune situatd in jurul
valorii de 45°C, a prezentat o
valoare a constantei Michaelis-
Menten de 5,0 mg-mL-1,

v, U/ml

Fig. 8.4. Variatia vitezei reactiei de
hidroliza a subtratului amidon, in
reprezentdarile Michaelis — Menten si
Lineweaver-Burk

Tn timp ce amilaze produse de specii de Bacillus au prezentat valori ale lui Ky
cuprinse intre 3,85 5i 1,9 mg mL-! (Syed et al., 2009; Yandri et al., 2010).
Constanta Michaelis-Menten reprezinta un indicator al afinitdtii enzimei pentru
substrat, cu cat Ky are o valoare mai mica cu atat afinitatea enzimei pentru
substrat este mai ridicata.

Influenta agentilor reducitori, a surfactantilor si a ionilor metalici asupra
functionalititii alfa-amilazei partial purificate

Efectul agentilor reducdtori precum si a surfactantilor asupra activitatii amilazice
a fost evaluat in prezentd de ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2BME), L-
glutation (GSH) si etanol in concentratie de 100 mM, prin termostatare la
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temperatura de 20°C, timp de 20 minute. Enzima a fost mentinutd in contact cu
substantele chimice testate in conditiile descrise apoi s-a determinat activitatea
enzimaticd in conditiile optime de actiune a enzimei. Ca martor s-a utilizat o
proba de enzima netratata.
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Fig. 8.5. Efectul agentilor chimici Fig. 8.6. Efectul EDTA-ului asupra
reducdtori asupra alfa-amilazei alfa-amilazei partial purificata

partial purificata

Ditiotreitol (DTT), L-glutation si etanolul au prezentat un efect minor de inhibitie
asupra alfa-amilazei purificate (figura 8.5). In prezenta de 2-mercaptoetanol, Tn
concentratie de 100 mM, alfa-amilaza, produsa de Streptomyces 4 Alga, suferd un
usor efect de activare (112%).

Se poate observa efectul stimulator al EDTA-ului asupra amilazei purificate,
efectul activator crescand odatd cu cresterea concentratiei de EDTA in limitele
0,1 mM -10 mM.
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Fig. 8.7. Efectul unor sdruri ale Fig. 8.8. Efectul concentratiei de ioni
ionilor metalici asupra activitatii divalenti de Ca2* asupra alfa-
alfa-amilazice amilazei partial purificata
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Activitatea amilazicd este stimulata in prezenta ionilor divalenti de mangan si
cupru (figura 8.7). Amilaza partial purificatd este activata progresiv in prezenta
ionului de Ca?* la concentratii cuprinse intre 20 mM si 30 mM, cunoscut fiind
efectul activator si stabilizator al acestuia (Ueda et al., 2008) (figura 8.8). Acesta
afirmatie este sustinutd si de cercetarile lui Chakraborty et al.,, 2009 care a
demonstrat ca amilaza biosintetizata de Streptomyces spp. D1 este stimulatd la
concentratii de 5 mM si 10 mM Ca?*. La concentratii de 1 mM Ca?* activitatea
alfa-amilazei, sintetizata de Streptomyces gulbargensis DAS 131 a crescut cu 48%
(Syed et al., 2009).

Concluzii partiale

Enzima majoritard in complexul enzimatic este alfa-amilaza; in timp ce beta-
amilaza s-a dovedit o enzima cu instabilitate pronuntatd la temperaturi
scdzute iar prezenta proteazelor in extractul brut este un impediment
major, enzimele proteazice contribuind la inactivarea amilazelor.

S-a stabilit o strategie de separare si purificare a alfa-amilazei ce cuprinde
etape de precipitare cu sulfat de amoniu, dializa, concentrare prin
ultrafiltrare si cromatografie de schimb ionic.

Masa moleculara a alfa-amilazei determinata prin SDS-PAGE a fost estimata
la 45 000 Da.

Activitatea amilazica este stimulatd in prezenta ionilor divalenti de calciu,
mangan si cupru.

Alfa-amilaza produsa de Streptomyces 4 Alga este stabila fatd de surfactanti
ca Tween 20, Tween 80 si Triton X-100. De asemenea, s-a determinat efectul
stimulator al EDTA-ului asupra amilazei purificate, efectul activator
crescand odatd cu cresterea concentratiei de EDTA de la 0,1 mM la 10mM.

Pentru alfa-amilaza partial purificatd, valoarea Km pentru substratul
specific amidon a fost de 0,3402 %, iar viteza maxima de reactie, vmax a fost
de 10,18 U/mL, valori comparabile cu parametrii descrisi pentru a-amilaze
active la temperaturi scazute.
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CONCLUZII FINALE

Studiile realizate in acord cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat au vizat
analiza potentialului bacteriilor izolate din habitaturi polare de a biosintetiza
hidrolaze, active la temperaturi scdzute, cu aplicatii industriale si in
bioremediere. Cercetdrile realizate au condus la formularea unor concluzii
generale cu impact in cercetarea fundamentala si aplicativd, dupd cum urmeaza:

% S-au studiat 30 de tulpini de Streptomyces spp. izolate din probe de sol si
vegetatie prelevate din Antarctica de Est si Antarctica de Vest, dintre care
23 de tulpini de streptomicete nou izolate, in anul 2008, din arealele
Muntilor Grove, a lacului Progress 2 si a insulei King George. Un numar
de 7 tulpini de streptomicete dintre cele studiate apartin colectiei
platformei de cercetare si formare Bioaliment din cadrul Universitatii
“Dundrea de Jos” din Galati (indicativ MIUG).

<+ Probele de sol si vegetatie din zonele polare au fost obtinute prin
intermediul Fundatiei Antarctice Roméne si a Institutului Roman de
Cercetdri Polare din Bucuresti, si au fost colectate de dr. ing. Theodor
Gheorghe Negoita in timpul expeditiilor in Antarctica.

<+ Selectia pe criterii semi-cantitative a tulpinilor de streptomicete polare,
activ producdtoare de amilaze si proteaze prin cultivare pe medii
nutritive, in pldci, cu substraturi cromogene solubile si insolubile, a
permis cresterea eficientei selectiei incd din prima etapd de selectie,
facand posibil studiul unui numdr mare de tulpini de streptomicete
aplicand tehnici moderne, simple si rapide.

<+ Prin aplicarea etapelor de selectie calitativa si cantitativa au fost
evidentiate trei tulpini psihrotrofe, activ producatoare de amilaze si
proteaze active la temperaturi scdazute (10°C...20°C) si pH alcalin,
Streptomyces 4 Alga si Streptomyces P2C4, dintre culturile nou izolate si
tulpina Streptomyces MIUG 12P din colectia Platformei Bioaliment.

<+ Cele trei tulpini polare selectionate, Streptomyces MIUG 12P, Streptomyces
4 Alga si Streptomyces P2C4 au fost caracterizate din punct de vedere
biochimic si genetic.

% S-a evaluat efectul calitativ si cantitativ al unor surse nutritive si s-a
optimizat compozitia mediilor fermentative pentru controlul biosintezei
enzimelor din complexul enzimatic la tulpina psihrotrofa, selectionata,
Streptomyces 4 Alga utilizdnd modelul Placket-Burman, modelul
compozitiei centrale (CCD) si metoda analizei suprafetei de raspuns,
folosind programul Design Expert 8.0.2.0.
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% Studiile de optimizare demonstreaza posibilitatea controlului raportului
de biosinteza a enzimelor din complexul enzimatic prin modificarea
compozitiei mediului fermentativ si a duratei de cultivare. Acest aspect
are importantd practica deosebita in diversificarea gamei de enzime
produse cu acelasi agent in conditii biotehnologice controlate.

CONTRIBUTII LA DEZVOLTAREA CUNOASTERII IN DOMENIU SI
PERSPECTIVE

Teza de doctorat reprezinta un studiu original cu impact de cercetare
fundamentald si aplicativd in domeniul biotehnologiei aplicate, privind
bioproducerea de enzime, active la temperaturi scdazute, cu tulpini de
Streptomyces spp. izolate din Antarctica, cu implicatii industriale si in
bioremediere.

Teza de doctorat aduce o serie de contributii originale la dezvoltarea cunoasterii
in domeniu dupd cum urmeaza:

* Au fost izolate din probe de sol si vegetatie prelevate din Antarctica,
bacterii filamentoase, psihrotrofe, din genul Streptomyces spp..

* Au fost selectionate utilizdnd metode moderne de investigare biochimica
tulpini psihrotrofe activ producatoare de amilaze si proteaze, active la
temperaturi scazute. Selectia de streptomicete, adaptate la temperaturi
scazute, folosind substraturile cromogene insolubile si solubile reprezinta
reprezinta cercetdri abordate in premiera in tara noastra.

= In functie de proprietitile catalitice demonstrate ale enzimelor studiate
(active la temperaturi scdzute si in medii cu pH alcalin), s-a urmarit
obtinerea de preparate enzimatice cu implicatii in industria detergentilor si
in bioremediere; studiul enzimelor active la temperaturi scazute este de data
relativ recentd atat la nivel national cat si international, cunoscandu-se
proprietatile acestora.

* Au fost caracterizate biochimic si genetic trei tulpini de streptomicete
psihrotolerante, selectionate, ca potentiali producdtori de amilaze si
proteaze, active la temperaturi scdzute, in contexul in care se cunoaste
dificultatea stabilirii identitatii filogenetice a streptomicetelor.

Avand ca punct de plecare cercetarile realizate pe plan mondial, teza a vizat
initierea si in Romaénia a studiilor privind obtinerea de enzime exploatind
potentialul microorganismelor extremofile, cu implicatii in cercetarea
fundamentala si aplicativd, in acord cu afirmatia Cold-adapted microorganisms have
much more to give to the field of biotechnology (Gerday et al., 2000).
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Rezultatele obtinute sustin noi directii de cercetare si anume:

» Transpunerea biotehnologiei de producere a amilazelor si proteazelor,
active la temperaturi scdzute, cu tulpina psihrotoleranta selectionata,
Streptomyces 4 Alga, la nivel de statie pilot si industrial.

> Imobilizarea preparatelor enzimatice brute, prin tehnici moderne si
eficiente de imobilizare, si studiul comportamentului catalitic in sisteme
model si naturale.

» Utilizarea enzimelor adaptate la temperaturi scazute in diferite procese cu
implicatii industriale (obtinerea de alimente si aditivi alimentari, obtinerea
de detergenti etc.) si in procese de bioremediere.
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