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Obiectivele gtiinlifice ale tezel de doctorat

Bacteriile lactice sunt, in general, capabile sd sintetizeze o serie de compugi care

prezintd o importan!5 deosebiti in industria alimentari. Printre cei mai intens studiali

compugi se numira bacteriocinele.

tn ultimele doui decenii au fost izolate 9i identificate o mare varietate de

bacteriocine produse de bacteriile lactice capabile si inhibe cre$terea altor bacterii.

Acesie bacteriocine au fcst caracterizate biochimic 5i genetic 5i au fost puse in

evidenli at6t modul lor de actiune cat gi utilitatea lor practici in industrie. in ciuda

eforturilor depuse de citre cercetitori, nizina a rirnas, 5i in zilele noastrq singura

bacteriocini purificati gi tolositi la nivel industrial ca bioconservant in peste 50 de fSri

din intreaga lume. TotuSi, in prezent, studiile care vizeazi bacteriocinele promit gisirea

unor noi ccrnpu5i antimicrobieni sintetizati in mod natural de bacteriile lactice care si

poati suplini cu succes nizina. Lina dintre acestea este lacticina 3147, o bacteriocini

din ciasa lantibioticelor care posedi un spectru antimicrobian larg comparabil cu cel al

nizinei. Nu sunt de neglijat nici bacteriocinele cu un spectru antimicrobian restr6ns care

posedi o specificitate foarte ridicatS pentru tulpini de bacterii lactice din aceaqi specie

5i acelagi gen. Acestea sunt denumite generic laetococcine gi sunt produse de specii ale

genului locfococcus lactis. Pot fi utilizate cu succes la accelerarea maturirii

brinzeturilor datorite efectului lor de lizE rapidE a celulelor culturilor starter folosite in

industria brAnzeturilor.

in prima parte, teza intitulatS "studiul bacteriocinelor produse de baaeriile

lactice din genul locfococcus lactis, in vederea utilizirii acestora in industria alimentar5"

aduce contribulii la dezvoltarea cunoagterii in domeniu prin lzolarea gi identificarea

tulpini de bacterii lactice cu potenlial bacteriocinogenic dintr-un produs
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tradilional romanesc, identificarea bacteriocinei gi purificarea acesieia utilizind metode

moderne de investigalie, Partea a doua a tezei cuprinde elemente de noutate, in

studiul la nivel molecular, a doui bacteriocine care apa{in principalelor dou5 clase gi

anume lactococcina B (Clasa a II-a) gi lacticina 3L47 (Clasa I). Mai jos sunt prezentate

succint obiectivele prezentei teze de doctorat:

Izolarea, identificarea gi caracterizarea unei tulpini bacteriocinogenice din specia

Loctococcus spp.

Purificarea 5i identificarea bacteriocinei produse de tulpina l. Iactts ssp lactls H8.

Eviden{ierea importantei aminoacizilor din dorneniul N-terminal al lactococcinei

B cu ajutorul tehnicii rllanire scanning.

Utilizarea rationaid a rnutagenezei indr.ise pentru obqinerea unor noi variante de

lacticinl 3147.

Teza de cjociorat a fost reallzat5 ?n perioada 2009-2011 in cadrul Universitdlii

"Dun5rea de Jos" din Galali, Facultatea $tiin{a 9i Ingineria Alimentelor gi in cadrul

University College Cork Departamentul de Microbiologie.

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat are 152 de pagini li este structurati in doui secliuni: prima

secliune cuprinde studiul docurnentar intitulat "Bacteriocinele produse de specia

Loctococcus lactk: diversitatea 5i caracterbticile reprezentanlilor din closete I gi a ll-o"; Ei

secliunea de studiu experimental structurati in patru capitole. Lucrarea contine 29 de

figuri 5i 6 tabeie.
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I. Studiu documentar

Studiul documentar cu titlul "Bocterio cinele produse de specia Locrococcus loctis:

diversitatea gi caracteristicile reprezentanlilor din clasele I gi o ll-a" cupinde informalii

referitoare la stadiul actual al cunoagterii ln domeniul bacteriocinelor produse de

bacteriile lactice. Acest studiu cuprinde in prima parte, informalii generale legate de

biosinteza, structura 5i modul de acliune al bacteriocinelor. A doua parte a review-ului

literar este consacrate doar bacteriocinelor din clasele I qi a II-a o<emplificAnd

caracteristicile aeestor bacteriocine prin Intermediul celor mai importan(i reprezentanti:

nizina, lacticina 3147 din clasa I gi lactococcinele A gi B din cea de-a II-a clasa. in partea

de final sunt descrise succinct aplicafiile practice ale acestor bacteriocine, accentul fiind

pus pe aplicaliile lor in industria alimentari.

II. Studiu experirnental

Studiul experimental cuprinde tehnicile folosite gi rezultatele investigaliilor

realizate pe parcursul celortrei ani de program doctoral. Aceasti parte cuprinde patru

capitole dupi cum urmeaz5:

CAPIOLUL 2. Izolarea. identificarea si caracterizarea unei tulpini bacteriocinogenice

din specia Lactococcus spp. tn acest capitol, sunt prezentate metodele de izolare gi

seleclie a unor tulpini bacteriocinogenice de bacterii lactice utilizind produse

fermentate lactic drept surse de bacterii lactice. TotodatS, s-a urmirit gi identificarea

genotipic5 gi fenotipici a tulpinii produc;toare selectate precum gi evidenlierea

anumitor caracteristici care ar putea genera date importante pentru recomandarea

utilizirii acesteia ca tulpini industriali.
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CAPITOLUL 3. Purificarea si identificarea baderiocinei produsi de tulpina l. Iacfis ssp

Ioctis H8. Acest capitol cuprinde strategiile aplicate pentru purificarea 5i identificarea

bacteriocinei produse de tulpina identificati in capitolul anterior ca fiind [. loctis ssp.

lactis. Cu ajutorul cromatografiei lichide de inalti performanti s-a reu5it separarea

bacteriocinei in diferite stadii de purificare. Spectrometria de masE a permis

identificarea masei moleculare a bacteriocinei iar amplificarea genei structuraie a

acesteia, prin tehnica PCR, a condus la identificarea peptidei antimicrobiene:

lactococcina B.

CAPIIOLUL 4. Evidenlierea impqiiutei aminoacizllor din--d9.mcnill-N:terminai al

lactococ€inei B cq q,jutorul tehnici-r-4,gab€-l!&latl,g A'cest capito! descrie evaluarea

importantei func{ionale a unei secvenle de aminoacizi a lactococcinei B care, conform

unui studiu recent, ar putea avea o implicalie majori in potenlialul antibacterian al

bacteriocinei, utiiizAnd o tehnici denunrit6 ,,Alanine scanning".

CAPITOLUL 5. UiilizarearalionalS a mutagenezelindlJse gentru obtnerea unQ-L-nqi

variante de lacticini 3147. tn prezentul studiu au fost supuse bioingineriei, patru resturi

de aminoacid din doui donrenii diferite ale moleculelor peptidice LtnAl. S-a ?ncercat

oblinerea de noi vai'iante de lacticini prin combinarea ,rariantelor mutante obtinute ale

LtnAl cu varianta sElbatici a LtnA2 ii testarea comportamentului tuturor variantelor

mutante nou-oblinute in scopul creirii unei aga-numite h64i de design a

lantibioticelor.
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Rezultate experimentale

2. Materiale qi metode

in scopul izolSrii de bacterii lactice potenlial producitoare de bacteriocine au

fost selectate gi utilizate in prezentul studiu probe prelevate din diverse alimente

tradilionale, produse artizanal care au fost oblinute prin fermentare lacticS. in total au

fost incluse in studiu 16 produse fermentate cu ajutorul bacteriilor lactice, gapte dintre

acestea fiind produse artizanale din Rom6nia, patru produse provenind de la centrul de

cercetare "Teagasc Agriculture and Food Development Authority" Moorepa*, Cork,

Irlanda Ei gase produse avAnd ca lari de origine Franta.

Aproximativ 10 g din fiecare probi au fost suspensionate in 90 ml solu{ie de

siruri Ringer (8,69 NaCl, O3g KCl, 0,339 CaCl2 dizolvate intr-un litru de apd distilati

sterilS) qi ornogenizate uiterior utiiizind un omogenizator automat (lUL Instruments

Masticatol USA). Din fiecare din aceste probe sau realizat gase dilulii detimale care au

fost inoculate in mediu MRS (Merck, Germania) agarizat conlinend 1 % ciclohexamidi

(Sigma-Adrich, Franta) ca agent antifungic. Repicarea coloniilor s-a realizat cu ajutorul

unui sistem automat de repicare "Genetix QPIX U-XT colony-picking robot" (Genetix,

Germania).

Selectia baeteriilor lactice producitoare de bacteriocine s-a realizat cu ajutorul

metodei difuziei in gel. Pentu acest experiment au fost pregitite plici Petri in care s-

au turnat 50 ml mediu GM17 (mediu M17-Oxoid, imbogitit cu 0,5o/o glucozi) cu 1,5 %

agar. Dupi expunerea la razele UV in plici s-au adaugat aproximativ 40 ml mediu GM

17 cu 0,75 % agar, fluidificat $i temperat la 50 "C pe baie de ap;, ?n care s-au addugat

80 Ul (0,2 % v/v) inocul continSnd tulpina HP Lactococcus ladis ssp. cremoris. Dupe

solidificarea completi a celui de-al doilea strat plScile au fost termostatate la 30 "C

timp de 16-18 ore 5i apoi analizate vizual pentru apari{ia zonelor clare de inhibilie.
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Eviden[ierea naturii proteice a compusului antimicrobian sintetizat s-a realizat

cu ajutorul testului proteinazei K.

ldentificarea genotipici s-a realizat prin amplificarea unei regiuni a unitS{ii 15S a

ARN-ului ribozomal qi (i.e. amplicon) ob{inut in urrna reacliei de polimerizare in lant

(PCR). Identificarea subspeciei tulpinei identificate genotipic ca fiind Locfococcus lactis

a fost realizati cu ajutorul unor teste fenotipice: capacitatea de a hidroliza arginina,

cregerea pe mediu cu 4% NaCl, la 40"C 5i activitatea glutamatdecarboxilazei.

Stabilirea antibiotipului tulpinii t. lactk ssp. iacfts H8 s-a realizat prin testarea

rezistentei acesteia la o serie de antibiotice.

Sensibilitatea tulpinii t. lactis ssp loclrs H8 la fagii litici a fost evidentiata cu

ajutorul a doisprezece fagi specifici bacteriiior lactice din genul l. /ocfis, din lizate

celulare ale unor culturi starter infectate, foloslte in industria laptelui.

Dinamica biosintezei bacterioqinei s-a evidentiat prin subcultivarea tuipinii l.

lactis ssp tactis H8, pe mediu M17 imbogilit cu 0,5% glucoz5 iichid la 30'C timp de 22

de ore prelevAndu-se 1 ml culturd ia diferite intervale de timp.

2.1 Rezultate qi discutii

Izolarea Si selectiabacter

fermentate

ln urma izolSrii aleatorii de citre robot au rezultat 1500 colonii de bacterii

lactice din totalul celor 16 probe de alimente fermentate. De asemenea, a rezultat un !

numir semnificativ de colonii de drojdii provenite in special de Ia materialele vegetale

fermentate precum gi colonii de mucegaiuri provenite de la brAnzeturile cu mucegai in :

pasti sau la suprafati. Coloniile de bacterii lactice izolate au fost supuse unei evaluiri a

capacitdlii de sintezd a compugilor antimicrobieni, rezultdnd astfel 10 tulpini capabile

si sintetizeze un compus antibacterian care a prezentat un comportament antagonistic

fald de tulpina Lactococcus trocfrs ssp. cremork HP acestora fiindu-le atribuite notaliile:
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H7, H8 (colonii izolate din br6nzd telemea din lapte de oaie produsi in zona de munte-

Rominia); F6, 17, t8, F9 (izolate din ca9 obtinut din lapte de vaci-Romania); E4, F4, F5,

F6n (izolate din brinza de tip Provolone-ltalia). Testul cu proteinaza K a evidenliat

faptul cE doar una din cele 10 tulpini selectate produce un compus antibacterian de

naturi peptidici, reaclia de hidrolizd enzimatici a peptidei toxice pentru tulpina

indicator utilizati fiind marcati de sciderea drastici a activititii antibacterieng fapt

observat vizual datorit5 formei de semiluni a zonei de inhibi{ie (Figura 2.3).

II
Fig*ra 2.3 Evidentieiea naturii proteice a compusului antibacterian sintetizat de

tuipina H8. a) Zona de inhibilie ob{inut,6 in lipsa proteinazei K b) Zona de inhibitie
oblinuti in urma hidrolizei unei pi4i din peptida antibacteriand difuzatd in gel

identillc-area-seootioicE si fenotipiei a tuloiniLproducStoare

in urma electroforezei in gel de agarozd a produsului oblinut prin reactia in lant

a polimerazei gi analiza imaginii obtinute s-a observat c6 lungimea ampliconului

obtinut a fost de 1,7 kb, care corespunde celei preconizate (Figura 2.4).

b)
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1,7 Kpb

Figura 2.4 Amplificarea unitbtii 165 a ARN-ului ribozomal prin reaclia PCR utilizind ca

matriti ADN-ul genomic izolat din H8, Linia 1. ADN genomic; linia 2. procir.isul reacliei

PCR; linia 3. Marker-ul cu lungimea de pAni 1 Kpb

Identitatea (genul qi specia) tulpinii notate H8 a fcsi stabiliti ca fiind locfococcus

locf6 relevat6 pe baza pi'ocentajului de potrivire (98 o/oi dintre se+,en{ele cornparate

(Figura 2.5). in plus analiza fragmentelor ARNr de 16 S a sugerat apartenenla tulpinii

H8 la subspecia lactis, datoriti unei omologii scazutecu fragmentele genice apar{in6nd

ARNr de 16 S de la tulpina [. Iacfis ssp cremoris p9B4 {iinia punctati), fapt ce a fost

confirmat ulterior prin teste biochimice.

I

I
23I
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Figura 2.5 Arborele filogenetic care descrie lugo.turc dintre tulpina HB gi alte tulpini
inrudite a;a cum a rezuitat din analiza fragmentelor genice ale ARN' 165

Rezultatele testelor de identificare fenotipicl a tulpinii L. ladis H8 (i.e.

capacitatea de a hidroliza arginina, cre$terea pe mediu cu 4 o/o NaCl 5i activitatea

glutamat decarboxilazei) au fost pozitive, sugerSnd apartenenla acesteia la subspecia

lactis.
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1,7 Kpb

Figura 2.4 Amplificarea unitE{ii i6S a ARN-ului ribozomal prin reactia PCR utilizind ca

matri!5 ADN-ul genomic izolat din H8, Linia 1. ADN genomic; linia 2. prodtisul reacliei

PCR; linia 3. Marker-ul cu lungimea de pdni 1 Kpb

Identitatea (genul gi specia) tulpinii notate H8 a fasi stabilitl ca fiind loefococcus

loclis relevati pe baza procentajului de potrivire (98 %i dintre se+,en{ele comparate

(Figura 2.5). in plus analiza fragmentelor ARI'.ir de 16 5 a sugerat apartenenta tulpinii

H8 la subspecia lactis, ciatoriti unei omologii scazutedu fragmentele genice aparlinAnd

ARNr de 15 S de ia tulpina [. Iacfs ssp cremoris p9B4 (linia punctati], fapt ce a fost

confirmat ulterior prin teste biochimice.

lbsti; B0MNI-5,

n'
Figura 2.5 Arkrorele filogenetic care descrie legatura dintre tulpina H8 5i alte tulpini
inrudite ata cum a rezuitat din analiza fragmentelor genice ale ARN' L65

Rezultatele testelor de identificare fenotipici a tulpinii L. lodis H8 (i.e.

capacitatea de a hidroliza arginina, cre$terea pe mediu cu 4 o/o NaCl gi activitatea

glutamat decarboxilazei) au fost pozitive, sugerSnd apartenenta acesteia la subspecia

loctis.

23I1
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Stabilirea antibiotipului tuloinii de locfococcus lgcfis sso. lacfis H8

Antibiograma tulpinii l. {ocfis ssp. loctis H8, realizatE pentru 21 de antibiotice a

relevat o susceptibilitate maximd a acesteia la acliunea minociclinei (un antibiotic cu

spectru larg de actiune din familia tetraciclinei) dar gi imunitatea falS de alte antibiotice

utilizate pentru acest experiment (spectinomicina, cefaclor, polimixina B sau

fosfomicina). Conform lui Ammcr et aL, 2A07, tulpinile speciei l. Iactrs prezintt de

obicei susceptibilitate ridicati la acliunea antibioticelor cu specificitate pentru

bacteriile Gram pozltive ii.e. bacitracina, novobiocina, teicoplanina sau vancomicina),

antibioticelor cu spectru larg (i.e. rifampicina, cloramfenico!) 5i a beta lactamilor

(peniciline ampicilina, arnoxicilina, piperacilina sau ipinem). Aceste date au fost

evidentiate qi de antibiograma tulpinli L. lactis ssp.locfis HB (Figura 2.5).

0510t52CBSS
Diamtrul :onci dE inhlbitio, [m0]

Flgura 2,6 Antibiograma tulpinii locfococcus lactis ssp. Ioctis H8. Datele sunt
prezentate ca medie a trei determinlri realizate in triplicat
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Sensibilitatea tulpinii t.tocfis

Rezistenla tulpinii Lactococcus lacts ssp. locfis H8 la actiunea tuturor fagilor

utilizali in acest studiu a fost dovedit5 de lipsa zonelor clare de inhibilie a cregterii 5i

dezvoltirii acesteia, pe mediu semisolid agarizat, care ar fi putut avea loc datoriti

propagirii bacteriofagilor in celulele gazdi. Totodati, s-a observat infectarea tulpinii

test focfococcus lacfs MG1363 cu fiecare bacteriofag utilizat apadinand celor trei

specii mentionate.

Dinamica sintezei,baELeriocihei produse de tulpina !. lacfiS ssp. lacfis H8

Faza logaritmicd de cregtere a tulpinii bacteriene corespuncie cu intensificarea sintezei

bacteriocinei, ur.mAnd ca in faza sta{ionari de cregtere sinteza si stagneze, activitatea

antimicrobiani afldndu-se la o valoare maxinr5 de 1260 AU/rnl dLrpi L6-18 ore de

cultivare (Figura 2.7).

10 15
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Figura 2.7 Dinamica sintezei bacteriocinei pentru tulpina t. loctisssp.locfis H8. Evolulia

activitSlii antimicrobiene pe durata cultivirii este reprezentatd de linia continul neagrS,

iar dinamica de cregtere a tulpinii L- lactis ssp.locfis HB este marcati de linia continui
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3. Purificarea ;i identificarea batteriocinei produsl de tulpina L. loc{is rsp lactis

3.1 Materiale si metode

Pentru purificarea bacteriocinei s-au utilzat doua metode diferite. in prima

utllizandu-se supernatantul iar in a doua biomasa, ca surse de bacteriocina, Purificarea

s-a realizat prin cromatografie lichida de inalta performanta,

Masa moleculari a peptidei antimicrobiene produsi de tulpina Llacf& ssp lactrs-

HB s-a determinat utilizind echipamentul de spectrometrie de masi Axirna Shirnadzu

Biotech Plus (Shimadzu Biotech, Manchester, UK) care.funclioneazi dupd principiile

tehnologiei MALDI TOF-lv1S.

Identificarea genetici a bacteriocinei s-a realizat folosind ca punct de plecare

datele ohtinute anterior de la analizele de purificare gi determinarea masei moleculare

a bacteriocinei pure active. Astfel s-a realizat designul a doui oligonucleotide primer

notate LcnB FOR si LcnB REV pe baza secven{ei genei codificatoare a lactococcinei E

descrisi anterior de van Belkum et al. 1992. Secvenlele oligonucleotidelor primer sunt:

TAATATTGTTTCTGATGAAG pentru oligonucieotida primer sens (LcnB FOR) qi

TTAGTGGA,ATGffiTTCCCCAT pentru oligonucleotida primer antisens (LcnB REV).

3.2 Rezultate gi disculii

Metoda I de purificare a bacterlocinei produsa de tu,lilina L. Iactrs ssp lacfis HE

Utiliz6nd primul protocol de puri{icare descris s-a obtinut un profil de elulie al

bacteriocinei descris in Figura 3.1 unde se observa cI eluarea compusului a avut loc in

mai multe etape corespunzdtoare timpilor de retenlie indica{i in cromatograme. Ca

urmare, ln urmdtoarea etapl s-au analizat fracliunile corespunzitoare peok-urilor

majore.
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Din analiza antagonismului bacterian a fractiunilor colectatq utilizAnd ca

microorganism indicator tulpina lactococcus loctis ssp cemoris-HP, s-a observat ce

frac(iunea colectati 6 este cea mai activi, fapt observat prin aprecierea vizualS a zonei

de inhibi{ie. Activitate antimcrobiani s-a constatat qi la fractiunile colectate 5 5i 7, dar

zonele de inhibilie obtinute au avut dimensiuni reduse comparativ cu cea oblinuti in

cazul fiolei 6 (Figura 3.2). Acest aspect indicd faptul cE eluarea compusului biologic

activ a avut loc dupi aproximativ 30 de rninute insi etapa nu a fost completS.

q3

g{2
I

on

Figura 3.1 Profilul cromatogramei RP-HPLC (214 nm) obtinuti prin eluarea activititii
antimicrobiene pe coloana Phenomenex Proteo Jupiter Cre.

Figura 3.2 Activitatea antibacteriani a bacteriocinei purificate prin RP-HPLC produsi

de tulpina L. lotlis ssp. {actri-H8; a) fractiuni active; b) fractiuni inactive
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Metoda a II-a de purificare a bacteriocineiprodusa de tulpina L lactis ssP lactis H8

Utilizind aceastl metodl de purificare s-a incercat qi identificarea compusului

antimicrobian prin spectrombtrie de mas6. tn mod nesurprinzitor, profilul

romatogramei rezultat in urma eluirii activititii antimicrobiene de pe coloana XBridge

C18, l.0mm x 250mm, in gradient de propan-2-ol, a fost mai complex comparativ cu

cel oblinut la prima metoda (Figura 3.3). Acest fapt poate fi explicat de complexitatea

mediului din care s-au realizat separarea 5i purificarea bacteriocinei.

Figura 3.3 Profilul cromatogramei RP-HPLC obtinut la purificarea bacteriocinei
produse de tulpina L. lactrs ssp. aoctit -H8. Proba injectati a constat in preparatul brut
de bacteriocini aflati in suspensie in solutie de propan 2-ol la pH=2.0' Fractiunile

active au fost colectate in fiolele 23-48 ale colectot'ului de fracliuni

ln urma evaluirii activitetii antimicrobiene, prin metoda difuziei in gel, s-a

observat c5 bacteriocina a fost eluati de pe coloana cromatografici in mai multe

etape, bacteriocina fiind prezente in form6 activi in majoritatea fractiunilor colectate

(Figura 3.4). Eluarea continui a compusului antimicrobian hidrofob de pe coloani se

poate datora interactiunilor hidrofobe sau polare dintre bacteriocini 9i alti compugi cu

hidrofobicitate diferit5. A.egtia au fost eluali impreun6 la atingerea concentraliei critice
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specifice fiecirui compug la care a avut loc desorblia din faza stationari gi ulterior

eluarea acestora de pe coloan6, conform princlpiului cromatografiei de lichide de inaftA

performanti in faza inversi. Dintre fracliunile cele mai active s-a selectat aleatoriu un

numer de zece probe care au fost supuse analizei prin spectrometrie de masi cu

scopul de a determina masa moleculard a compusului activ dar gi puritatea acestuia

(Figura 3.5).

Figura 3.4 Activitatea antibacteriani a baeterlocinei detectatd in fracliunile colectate.

Tulpina indicator folositi a fost l. /ocfis ssp. crefiork HP

Din analiza spectrelor a rezultat faptul c5 fracfiunile 33, 34 gi 35 (Figura 3.5)

conlin cea mai mare cantitate de bacterioein5 judec6nd dupi amplitudinea intensitilii

semnalului de detectie a ionilor purtitori ai compusului cu masa de - 5330 Da.

Avind in vedere faptul ci eluarea compusului antimicrobian produs de tulpina

L lactis ssp. {ocfis - H8 a avut loc in mai multe etape iar gradul de puritate a

bacteriocinei, apreciati prin analiza spectrelor de masd, a fost unul scezut s-a decis

efectuarea unei noi etape de purificare.

Cea de a doua treapti de purificare a indicat faptul ci separarea bacteriocinei

din mediul de culturi se poate realiza in conditii optime printr-o indepirtare mai

a
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eficienti a compugilor hidrofobi din mediul de culturi GM17, care au interferat cu

procesul de separare cromatografici in prima etapE de purificare {Figura 3,6}.

I.ffiffiffiI*

Flgura 3.5 Spectrele de masi oblinute in uima analizei fractiunilor active prin
spectrometrie de masi de tip MALDI TOF. in partea dreapti a fiecirui spectru de masS

detectat se afli numdrul fractiunii analizate

Pentru o evaluare a procesului de separare 6i purificare a bacteriocinei, utilizind

supernatantul ca sursd, s-a realizat raportul intre activitatea specifici celei mai pure

fracliuni rezultate din etapa a doua de purificare (ie. frac{iunea 27, Figura 3.7) qi cea

similari din prima etapi de purificarg rezult6nd un raport de recuperare relativA de

60 "/o. Cu toate acestea, raportul de recuperare fati de activitatea antimicrobiand a

supernatantului s-a situat in jurul valorii de 40 %.
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Figura 3.6 Profilul cr"cmatogramei RP-HPLC ob{inut la purificarea bacteriocinei
produse de tulpina L. lactk ssp. Ioctis *H8. Proba injectatd a constat in forma
concentrati a frac{iunii 34 colectate in experimentui anterior

Determinarea masei moleculare a compusului antimicrobian produs de tulpina

L. loctis ssp. Idct{s - H8 a fost realizati utiliz6nd cele trei frac{iuni active izolate, Pentru

t€te cele trei probe, rnasa moleculari detectati a fost 5327 Da, fiind insl detectate 9i

forme oxidate ale moleculei (5346 Da, Figura 3.8). tn cazul fracliunii 28 bacteriocina

suferi un puternic proces de oxidare care influenleaz5 gi activitatea biologici a

acesteia in comparalie cu celelalte doui probe analizate.

qE 3., Artivitatea antibacteriani a bacteriocinei detectati in fractiunile 26,27 gi 28.
-rga rrdcator folositd a fost l. tracfis ssp. cremoris HP
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Figura 3.8 Spectrele de masd obiinute in urma analizei fractiunilor active prin
spectrametrie de masi de tip MALDI TOF. Frac{iunile analizate au fost 26, 27 9i 28,
masa moleculard detectat5 fiind de 5327 Da. Se observl un puternic fenomen oxidativ
in cazui probei 28

Prin cornpararea maselor moleculare rezultate in experimentul anterior s-a

concluzionat ci masa moleculari a compusului peptidic antimicrobian, produs de

tulpina L. {ocfis ssp. Iocfis -H8, se situeazd in domeniul 5327-5330 Da. Pentru o posibilS

identiflcare a bacteriocinei, masa moleculari oblinuti a fost comparati cu cele ale

bacteriocinelor descrise in literatura de speciaiitate. ,Astfel, s-a constatat ci lactococcina

B, produsS de tulpina L. lactis ssp. cremoris 984 (Venema, Abee et al. 1993), are o masi

moleculari de 5327 Da, o valoare foarte apropiati de cea a bacteriocinei relevate in

prezentul studiu.

Identificarea oeneticd a bacteriocinei

Dupi migrarea in gel de agarozi 1 % a ampliconilor rezultali in urma reacliei

PC& s-a observat apari{ia a doud benzi clare cu o lungime de aprozimativ 200 pb,

corespunz6toare dimensiunii genei lcnB (Figura 3.9) (van Belkum et al.,t992a)
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Flgura 3.9 Electroforeza in gel de agarozl ! % a ampliconilor genei IcnE ob{inuti in urma

reacliei PCR. Linia 1-markerul molecular de 1 Kb; Liniile 2 qi 3 ampliconii genei lcn I cu

lungimea de 200 pb

4. Evidentierea importanlei amlnoacizilor din domenlul N'tcrrninal al

lactococcinei B cu ajutorul tehnicii A{onfne sconning

4.1 Materiale si metode

Tabel 4.1 Tulpinile gi plasmideie utiiizate in acest studiu

Tulpin6/plasmidi Caracteristici principale Referinli

l. Iacfis ssp. locfr's H8

L lactk ssp. loctis bioYor

diacety{ddis DPc938
L lacfis DPC3286-

L lactis ssp. cremork H?

t. locts ssp. Ioctis IL

1403

L loctis MG1363

E coli TOP10

Plasmide

p4372

Tulpina producitoare de lactococcina B izolati Prezenta tezd

din urdi-produs lactat tradilional romiriesc.

Tulpina producitoare de lactococcina 4 B gi M (Morgan et oL,

1995)

Varianti a tulpinei DPC938 capabilS de

superproduclia lactococcinelor
Tulpin; indicator susceptibile la activitatea

antibacteriani a lactococcinei B

Tulpina folositi ca gazdi Fentru expresia

lactococcinei B

(Ryan et aL,

1996)
(Chopin et ol.,

L984)

Tulpina folositi ca gazdd pentru €xpresia (van Asseldonk

lactococcinei B et aJ., L990)

Tulpina gazd5 intermediar6 pentru expresia LcnB Invitrogene

\.

Yector high-copy folosit pentru clonare; conline (Field ef aL,

gena responsabilS de rezistenF la cloramfenicol 2008)

(cm*) . -'DPC, Dairy Produds Center, MooreFark Fermoy, Cork, Irlanda
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Amplificarea. clonarea si exprlmarea operolului lcnB

Operonul lastococcinei B cu lungimea de 1250 perechi de baze (pb) cuprinde

prornoterul natural al LcnB sub controlul ciruia se afli genele care codific6 sinteza

bacteriocinei (/cnB), precum gi cea care codificl proteina responsabill de imunitate

({ciB) (Figura 4.1).

t lao

Oi@taeff9M
*fi sffit Ddin*rn*a

ltr F@e

I 6ssi6srydhcr|s?@*u

Figura 4.1 Operonul care conline genele responsabile de sinteza lactococcinei B gi de
imunitate ia aceasta

Amplificarea operonului lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul reacliei de

polimerizare in lant (PCR - palymerase chain reactionl utiliz6nd ca matrili ADN-ul

plasmidial izolat de la tulpinile de L. lactis DPc938, Dpc32B6 9i H8. Izolarea ADN-ului

plasmidial s-a realizat cu kitul de izolare Purelink* Hipure plasmid DNA purification

(lnvitrogen), clonarea ampliconului ob{inut in urma reacliei pcR s-a realizat utilizAnd

un vector de tip "shuttle" denumit pCI372, cu o lungine de 5700 pb. Vectorul pCI372

este un vector "high copy", creat cu un situs multiplu de clonare care cuprinde o serie

de situsirri de recunoagtere a fragmentelor restricfionate cu diferite endonucleaze gi

cuprinde gena marker responsabili de rezisten[d la cloramfenicol (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Reprezentarea graficd a vectorului pcl372. MCS - situs de clonare multipli;

cfr qena responsabill de rezistenli la cloramfenicol; ori 322 gi ori 305 origini aie

replicdrii

Metoda "Alanine scanning" cu utilizarea mutagenezei situs-specifici

,,Alanine scanning" reprezinti o analiza moleculari sistematice cai'e urmEreSte

eviden{ierea influenlei specifice pe care o au aminoacizii din structura proteinelor

asupra funclionaliti{ii acestora, utilizand ca instrument mutageneza-situs specifici. O

reprezentare graficS simplificati a tehnicii utilizate in "alanine scanning" folosite in

acest studiu este Prezentat; in Figura 4.3.

Plasmida pc1372, in structura ciruia s-a inserat operonul LcnB (pcl372-lcnB), a

fost utilizat ca matrile Pentru reactia PCR care s-a realizat cu scopul inlocuirii primilor

gase aminoacizi din domeniul N-terminal al lactococcinei E' Aminoacizii vizati, codonii

corespunzitori acestora 9i secvenlele oligonucleotidelor primer folosite in aceastd

tehnicd sunt prezentate in Tabelul 4.2.
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Figura 4.3 Reprezentarea graficd a mutagenezei situs-direclionati in scopul
intrbducerii controlate a resturilbr de alanini in locul resturilbr de aminoacizi naturali
din l-cnB

Tabelul 4.2 Oligonucleotidele primer utilizate in mutageneza situs-direclionatd

Aminoacid Codon Oligonucleoildepfimerdegenerativ Oligonucl€otidi prifi er de.contrcl

Serina (S)

Leucina (l)

Glutamina (Q)

Tirozina (Y}

Valina M

Metionira (M)

A6T 5'MTGGAGGAGCTITGCAGTATG]TATGAGTGCTGGACCA 3' 5'GCAGAAGTTMTGGAGGACT 3'

3' ATACIGCAACOATCCTCCATTAACTTCTGCAAGIT{ITC 5'

ITG 5'GGAGGMGCGCTCAGTATGTTATGAGTGCTCCAIATACT3'

3' AACATACTGC6A6CTTCCTCCAfiAACTTCTGCAAGTTC 5'

CAG 5'GGAAGCTTGGCTTATGTTAIGAGTGCTGGACCATATACI3'

3' CATAACATACGACMGCTICCTCCATTMCTTCTGCMG 5'

IAl 5'AGCTTGCAGGCTGTTATGAGTGCTGGACCATATACTTGG3'

3' ACICATAACC6ACTGCMGCTTCCf CCATTAAOICTGC 5'

GTT 5'TTGCAGTATGCTATGAGTGCIGGACCATATACTTGGTAT3'

3' AGCACTCATCCMTACTGCAAGCTTCCICCATTAACTTC 5'

ATG 5'CAG'ATGTTGCTAGTGCTGGACCATATACTTGGTATMA3'

3' TCCAGCACTCGAMCATACIG CAAGCTTCCTCCATTMC 5'

5' GMGTTMT66AGGAA6CGC 3'

5' GTTAATGGAGGAAGCTTGGC 3'

5' AATGGAGGMGCTTGCAGGC 3'

5' GGAGGMGCTTGCAGTATGC 3'

5' GGMGCT'GCAGTATGT'CC 3'

a'r



4.2 Rezultate 6i disculii

Muta[eneza prin procedeul ;A{onine sconning"

La constructia celor gase mutanli ai lactococcinei B, amplificarea genelor

mutante cu oligonucleotidele primer de control a relevat ce majoritatea

transformanlilor de E coli TOP10 rezultati con{inea plasmidele cu genele mutante

dorite. Acest fapt a fost demonstrat prin reaclia PCR, iar electroforeza in gel de agarozi

a produgilor de reac{ie a evidenliat un rezultat pozitiv pentru majoritatea coloniilor

testate. in cazul varianteior mutante ale resturilor de tirozini (9; valini M qi metioninA

(M) s-a oblinut un numir semnificativ de reaclii negative fapt ce a indicat ci

tratamentul produselor PCR cu endonucleaza de restric{ie Dpnl nu a avut acelaSi

randament ea in cazul resturilor serini (5), leucind (L) Ei glutamini (Q) (Figurile 4.4 Si

4.5). Plasmidele care conlin gena icnB mutant5 pentru resturile de aminoacid vizate au

fost secventiate. Analiza secvenlelor ob{inute a confirmat mutatiile a$teptate pentru

toate cele Sase resturi de aminoacid din domeniul N-terminal al lactococcinei B (Figura

4.6).

Figura 4.4 Electroforeza in gel de agarozd

obtinuti pentru coloniile transformante

de E. colr'TOP10 care contin plasmidele cu

gena lcnB mutanti pentru resturile de

serini (S), leucind (L) gi glutamini (Q)

Flgura 4,5 Electroforeza in gel de agarozd

obtinuti pentru coloniile transformante

de E co/i TOP10 care conlin plasmidele cu

gena IcnB mutantS pentru resturile de

tirozind (Y), valini (V) 9i metionini (M)
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Figura 4.6 Aliniamentul secvenlelor genelor Barentale $i cele mutante pentru resturile
de amioaeizi vizate. in figurd este marcati alinierea exactt a codonilor naturali gi cei ai
alaninei din secvenla mutant

Anaiiza mutantilor obtinuti

Analiza celor gase variante mutante ale lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul

metodei difuziei in agarozd a bacteriocinelor. tn acest sens, toate variantele nou create gi

varianta de tip sdlbatic au fost supuse in mod similar tuturor proceduril:r de lucru

pentru a putea evidenlia in mod clar diferen{ele de activitate intre forma sSlbatici gi

formele mutante. S-a observat cA toate variantele mutante pistreazi inc5 activitatea

antimicrobianS, ins6 potenla acestora este variabilS, fiecare avAnd un comportament

individual diferit. Faptul c5 activitatea antimicrobiani s-a pistrat pentru fiecare din

variantele mutante a condus la ideea ci cele gase reziduuri din domeniul N-terminal al

lactococcinei B nu sunt esentiale pentru activitatea biologici a peptidei. Aceqtia joaca,

23



r?G*al'nlr6xlftAtnft?linet}sTErTrsr€AfssAst$gltgcAslgqrrAgmEAocr.troc!rqEtre[€r

ATCIIT4+TCn TTNAITTTTIXTATT9TTTG"IEATSBAdAACTTOC+3AI6TTAAT6CI€6N}.6CTIqE}STN|qXTOT{:
M 710 ?40 ?So ?60 ?70 7ao ?g0 e60

!.r6AAMtr$rAlLTAr\ATtTTAjryIArTGrTlcrGATGAAGAAC,I!6CecAAorTAAfEgAGGAAmrlcCACIATSmfEI
F.T$AAA}ATCh-f,r?AAAt!1TAAEATS6TTICT6A?GS.N,G.ANCTIGCTSAAG':!AATGOAGGTAGCI"MCASTATGTI@I

Figura 4.6 Aliniamentui secvenlelor genelor parentale gi cele mutante pentru resturile
de amioacizi vizate. in figuri este rnarcat{ alinierea exactE a codonilor naturali gi cei ai
alaninei din secven{a mutant

Analiza mutantilor obt!nuti

Analiza celor gase variante mutante ale lactococcinei B s-a realizat cu ajutorul

metodei difuziei in agarozi a bacteriocinelor. tn acest sent toate variantele nou create $i

varianta de tip silbatic au fost supuse in mod sirnilar tuturor procedurilor de lucru

pentru a putea evidentia in mod clar diferentele de actiyitate intre forma silbatici gi

formele mutante. S-a observat ce toate variantele mutante pistreazi fnc5 activitatea

antimicrobianS, insi potenla acestora este variabilS, fiecare avAnd un comportament

individual diferit. Faptul ci astivitatea antimicrobiand s-a pistrat pentru fiecare din

variantele mutante a condus la ideea ce cele $ase reziduuri din domeniul N-terminal al

lactococcinei B nu sunt esen{iale pentru activitatea biologici a peptidei. Ace;tia joaci,

23



insi, un rol important av6nd in vedere ci la majoritatea variantelor mutante s-a constatat

o sc5dere drasticd a activititii antimicrobiene faiS de varianta de tip s6lbatic (Figura 4.7).

Interesant este ci una din variantele mutante (Ser-Ala) a exprimat o activitate

antibacteriand imbunitSlit5 in comparalie cu varianta de tip silbatic. AnalizAnd din

punct de vedere a proprietitilor fizice ale lactococcinei B (aceasta fiind o peptidi

hidrofobi) se poate presupune ci inlocuirea unui aminoacid polar (serina) cu un

aminoacid hidrofob (alanina) poate conduce la o cregtere a activitalii antibacteriene a

LcnB datorite creiterii hidrofobicititii moleculei.

Vrria{t ealbgtic* Tyt*Ah

Flgura 4.7 Evidenlierea zonelor de inhibilie generate de tulpina de tip sSlbatic a

lactococcinei B gi de variantele mutante ale acesteia, Experimentele realizate in triplicat
au condus la rezultate identice

ffi "' *"*""*Tr*.]L, " M

Figura 4.8 Diametrele zonelor de inhibitie generate de tulpina de tip silbatic a

lactococcinei B gi de variantele mutante ale acesteia. Vaiorile diametrelor de inhibilie
prezentate reprezintd rezultatul a trei determinlri paralele
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AcelaSi fapt a fost observat 5i in cazul inlocuirii reziduului cisteinS din pozi\ia24 a

lactococcinei B cu alanina in cazul unui studiu anterior realizat de Venema et aL,1996.

Mdsurarea diametrelor de inhibilie ob{inute au condus la obtinerea unor valori care au

confirmat analiza vizuali a zonelor de inhibi{ie ob{inute pentru toate cele Fse variante

mutante ale LcnB (Figura 4.8).

5. Utilizarea ralionati a mutagenezei induse p€ntru oblinerea unor noi variante de

la*icinE 3147

5.1 Materiale Ei metode

Tulpinile bacteriene gi plasmidele utilizate pent!'u realizarea acestui studiu sunt

prezentate fn Tabelul 5.1.

Tabelul 5.1 Tulpinile bacteriene gi plasmidele utilizate

Tulpina/Plasmidi Caracteristici generale

Sursa/
Referinla bibliografi ca

Tulaini

I lacfis MG1363 p0lv144

L locfii MG1-?63 pOM44
pDF02

E. coli MC1000 pPTPL

E coli XL-1 Blue

L ladb ssp crcmorisHP

Plasmide

pcl372

pOM44

pPTPL

pDF01

pDF02

MG1363 care contine pOM44

MG1363 care conline pOM44 ;i pDF02

MC1000 care conline pPTPL

Tulpina intermediari de clonare

Tulpina susceptibila la Lacticina 3X47

Marker de rezistenti la cloramfenicol; Vector de

cionare "high copy"

pCI372 + operonul IinEFIRMITMZJ

Vector de clonare "low copy" care conline genele

IetR (rezisteflta la tetraciclina) li IdcZ

pCI372 care conline ltnAlM aflal1 sub controlul
promoter Pbac

pPTPL care conline &nA142 aflate sub controlul
oromoter Pbac

Coakley et dL, L997

Field et ot, 2007

O'Driscoll ef ol,, 2004

Stratagene
UCC Culture
Collection

Hayes ef dl,, 1990

cotter e, dL, 2006b
(Figura 5,1)

O'Driscoll et al., 2004
(Figura 5.1)

Cotter et ol, 2006b

Fiel etoL,2007
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Figura 5.1. Vectorii plasmidali pPTPL gi poMzl4 care aslguri exprimarea lacticinei 3147

prin complementaritate

Saturarea cu aminoacizi nrin mutaoenezl indusd

Pentru reactia in lan{ a polimerazei (Pe$, plasmida pDF01 a fost utilizati ca

matrit5 pentru oblinerea copiilor mutante ale clusterului eare conline gena structurali a

peptidei LtnAl din structura lacticinei 3147. Oiigonucleotidele primer folosite au fost

construlte av6nd ca matriti secventa de nucleotide a genei ltnA7, Pentru fiecare rest de

aminoacid vizat pentru rnutageneza codonului nativ din nucleotida primer

corespunzitoare a fost inlocuit cu codonul NNK (unde N permite incorporarea adeninei,

citozinei, guaninei sau timinei iar K permite incorporarea guaninei sau a timinei) a$a cum

este prezentat gi in Tabelul 5.2. A fost preferati utilizarea codonului NNK in schimbui

codonului NNN, pentru a preveni sau a scidea frecven{a de oblinere a doi dintre codonii

STOP 9i pentru a m6ri sansele teoretice de a substitui restul de aminoacid nativ cu ceilalti

1,9 aminoacizi rimaEi (Cwirla ef aL, 1990; Scott and Smith, 1990).

tk



Tabel 5.2 Oligonucleotidele primer utilizate pentru mutagenezo

Denumire pilme! Seoeilta oliggnucleotidei primer

AIT3d"SFOR

AlT3degREV

AlN4degFOR

Al.N4degR€V

AlLgdegFOR

Alt8degREV

AlYlidegFOR

AMldegR!V

pCI372FoR

pCI372REV

TE'|K P1

pPTFLAIA2FOR

pPTPLAIA2REV

5' CMTGTGTTMNNACTACACGCACCAMTACATCTICATC 3'

5'PHO.T6TA6TACTNNKACATTCTCGCTCAGTGATTACTG6GGA 3'

5' CGAGAATGTMNNAGTACTACACGCACCAMIACATCITC 3'

5'PHO.ACATTC'CGNN IGGTGATTACTGGGGAAATAACGG66CT 3'

5' GTMTCACTMNNCGAGAATGTGTAGTACTACACGCACC 3'

5'PHO-Cf CAGTGATNNKTGGGGMATAACGGGGfi GGTGTACA 3'

5' AITTCCCCAMNNATCACI6A6CGAGMTGTGfiAGTACI 3'

5' CGGGAAGCTAGAGTMGTAG 3'

S'ACCTCTCGGTTATGA6fiA6 3'

s'A6TCCCTTMATCGACTG 3'

5' TCAGATCTTATATACAGAGTTACTA 3'

5' TGTCTAGA-I AATTTCTGGAAMAC 3'

5.2 Rezuitate gi diseulii

Saturarea in aminoacizi prin mutaoenezi indugi

Studiul de fa!5 face parte dintr-un proiect amplu care a avut drept scop

eviden{lerea susceptibilit5lii individuale a fiecirui rest de aminoacid din moiecula

peptidei LtnAl a lacticinei, la schimbarea acestora prin mutageneza indusi. S-a incercat

ca fiecare rest de aminoacid din componenta peptidei si fie inlocuit cu toate celelalte 19

resturi aminoacid, fenomen teoretic posibil.

in cazul acesta, saturarea tn aminoacizi a vizat pozitiile LtnA1T3, LtnA1N4, LtnAlLS

gi LtnA1Y11. Acegtia fac parte din domeniul "variabil" al moleculei LtnAi. conform

rezultatelor ob{inute intr-un studiu anterior (Cotter et ol, 2005).

Prin procedeul de mutagenezi indusi aplicat pentru resturile de aminoacid din

domeniul variabil s-au obtinut 10 forme mutante distincte in cazul restului aminoacid din
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pozitia T3, 11 variante mutant pentru pozitia N4 7 variante mutant pentru pozitia L8 5i

respectiv 11 variante pentru pozilia Y11 (Figura 5.2).

in cazul treoninei (modificati post-translational in dehidrobutirin6) din pozitia T3,

inlocuirea acestuia cu cele 1.0 variante a rezultat in patru noi variante active ale lacticinei

3147 gi gase variante inactive ftabel 5.3].

Figura 5.2 Variantele mutant ale peptidei LtnAl a lacticinei 3147. Culoarea aibastru:

anrinoacizii care au inlccuit restul aminoacid nativ rezultAnd intr-o variantd inactivi a

lacticinei 3147; Culoarea rogie: eminoaclzii care au inlocuit restul aminoacid nativ
rezultAnd intr-o variantE activi a lacticinei 31.47

Se poate observa ci gase dintre noile variante rezultate prin inlocuirea

aminoacidului nativ din pozitia T3 a LtnAi sunt inactive dar, cu toate acestea, nu se

poate afirma cu siguranla cd inlocuirea dehidrobutirinei cu alli aminoacizi este esenlial5

pentru activitatea antimicrobiani a lacticinei 3147. Acest fapt este confirmat gi de

prezenta bioactivititii in cazul celorlalte cinci variante mutante obtinute, nivelul cel mai

ridicat de activitate fiind conservat de citre varianta mutantl LtnALT3-Y (unde tirozina a

inlocuit aminoacidul nativ). Datele rezultate in urma inlocuirii aminoacidului din pozilia

T3 cu variantele precizate anterior confirma studiile anterioare in care s-a demonstrat ci

inlocuirea resturilor de dehidroalanini (Dha) sau dehidrobutirini (Dhb), in general, nu

afecteazd drastic activitatea lantibioticelor. Totu5i, acest comportament variazE de la un

Iantibiotic la aliul (Cotter et aI,2003; Field et at,2007).
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Tabel 5.3 Actvitatea antibacteriand a variantelor mutant identificate ale lacticinei 3147

Acti.Jitate antimicrobian5 a variantelor latticini 3147 rezultate
Varianta aminoacid posibilS ItnAlT3 LtnAlN4 LtnAlLS LtnA1YU

N

a
c
G

A

s

I

t
t

P

M

F

D

E

R

H

K

+t
x

0

0

x
+++++

0

x

0

++

x
+++

x
+t
x
0

X

x

+++++

+

++

x
0

+

x
X

0

x
0

0

x
0

0

0

0

x
x
x

0

0

0

0

x
++++t

0

x

0

X

x
x

++

x

x
x

0

x
0

0

+

++

x
++

X

0

0

+++++

x
0

X

++

X

x

Variante indentificate din totalul
posibil

*t!s L1/19 7/r9 11/19

Zona de inhibitie . (diametru halou clarldiametrul coloniei):
0 = inhibitie absenti; + = 1 - 4 mrn; ++ = 4 - 8 mm' +++ = 8 - 12 mm; ++++ = 12 - 16 mm;
+++++ = > 16 mm (forma nativi a lacticinei 3147); X = forme mutante neidentificate

ln cazui resiului de asparagind (N4) din cele unsprezece noi variante rezultate in

urma mutagenezei induse, doar trei au pistrat o parte din activitatea lacticinei 3147

native. Varianta mutant LtnAlN4K (lizina a inlocuit asparagina din structura native) este

inactivd. Acest rezultat se afl5 in contrast cu cel obtinut in cazul aceluiagi tip de

substitutie la restul asparagini din pozi{ia 15 unde mutantul N15K are un nivel ridicat de

activitate comparat cu cel al lacticinei 3147 native, acest rezultat apartinand unui studiu

anterior (O'Connor et ol., 2007). Acest rezultat sugereaze ci pozilionarea asparaginei

intre cele doud resturi de Dhb poate juca un rol important in stabilitatea acelui domeniu
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din molecula Ltn1, domeniu considerat important in interacliunea cu peptida LtnA2 a

lacticinei. Totugi, variantele active rezultate prin mutageneza asparaginei N4 creaze o

imagine ambigu6, fapt ce confirm6 caracterul variabil al domeniului in care este cuprins

asparagina din pozitia N4 a LtnAI.

Restul de leucini din pozilia 8 a LtnAL reprezintd pozitia care permite o singuri

inlocuire a aminoacidulu! nativ cu un altul pentru ca lacticina 3147 si pdstreze o parte a

activit5tii sale biologice.

Singurul aminoacid aromatic din cei patru supu5i acestui studiu, tirozina (Y11)

face parte din primul inel lantioninic al peptidei 41 insd acest aminoacid nu este

considerat esenlial pentru activiiaiea biologici a moleculei conlorm studiului realizat de

Cotter et o1 2005. Mutageneza indusi a permis inlocuirea acestui rest aminoacid cu

unsprezece resturi de aminoacid din cele nouisprezece posibile. Din cele 11 noi variante

de lacticini oblinute cinci au pdstrat diferite nivele din activitatea lantibioticului nativ.

Astfel, varianta mutant LtnA1Y11A (unde alanina a inlocuit tirozina nativd) a fost cea mai

pulin activi dintre toate variantele mutante, Este cunoscut faptul ci aminoacizii

aromatic! joacd un rol important in recunoa5terea membranei celulare a

microorganismelor !intE acegtia fiind aproape intotdeuna localizali la inter{aza ao5-lipide

in membranele celulare (Pebay-Peyroula pi Rosenbusch, 2001; de Planque et at.,20A2;

Jing et al., 2003). Acest rezultat indici faptul ci inlocuirea unui aminoacid aromatic cu

unul alifatic conduce la o scddere drastici a activitilii antimicrobiene in cazul lacticinei

3147. Aceasti ipotezi este sustinuti de o serie de studii in care substitulia aminoacizilor

aromatici cu cei de natur5 alifatici in alte molecule lantibiotice a condus la efecte

variabile, cum ar fi cregterea bioactivititii, (de exemplu mutanta F3W a mersacidinei

(szekat et ol., 2003)), lipsa totali a sintezei a unei variante mutant a lantibioticului Pep5

(F23 D) (Bierbaum et al., 1994) gi chiar pierderea totali a activitdtii antimicrobiene a

mutantei Y20G a epiderrninei (Ottenwalder et a|,1995). Toate aceste date oblinute pot fi

corelate gi utilizate in designul lantibioticelor avAnd in vedere faptul cd resturile de
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aminoacizi aromatici sunt conservati de la o generalie de lantibiotice la alta (Dufour ef

o1.,20Q7).

6. Concluzii

De la descoperirea nizinei in 1928, bacteriocinele au devenit un domeniu de

studiu abordat de tot mai mulli cercetitori, aceasti descoperire deschizAnd o noui

dimensiune a conseruSrii alimentelor. Dupi o lun95 perioadi de studii intense,

bacteriocinele au ajuns astizi la limita dintre bioconservantii alimentari qi antibiotice,

dovedind un potenlial promi!5tor gi in domenii ca medicina Si industria farmaceuticS,

Studiul de fa15 s-a concentrat asupra bacteriocinelor produse de genul Lactacoccus lactis

abordAnd doi reprezentanli din doui clase diferite: lactococcina B din clasa il qi lacticina

3i"47 din clasa I a bacteriocinelor produse de bacteriile iactice.

!n prima parte a studiului, s-a reusit izolarea unei tulpini bacteriocinogenice de

l. locfis ssp. lactis, attAnd !ndicativul H8. Aceaste a fost izolatd dintr-un produs fermentat

tradilional rominesc (br6nzi telemea) oblinut artizanal.

Tehnica de identificare geneticl pe baza omologiei genelor care codific5 unitatea

16 S a ARN-ului ribozomal in cadrul aceleiaqi familii de bacterii a permis stabilirea cu

precizie a identiti{ii tulpinii izolate. Aceasta a fost ulterior caracterizatl fenotipic.

evidenliindu-se o buni rezistenli la acliunea unor fagi specifici bacteriilor lactice

utilizate in industria alimentari, capaciiatea de a fermenta arginina, iar profilul

antibiograrnei rezultat s-a incadrat in cele descrise anterior de alli autori care au avut ca

obiectiv studiul unor tulpini de L lactis. Testele care au vizat stabilirea spectrului

antimicrobian al bacteriocinei produse de tulpina L. loctk ssp loctb H8 au evidentiat o

buni activitate antibacteriani impotriva altortulpini ale speciei Loctocaccus spp.

Pentru identificarea bacteriocinei, strategia abordati a parcurs mai intAi etape

succesive de purificare folosind cromatografia de lichide de inaltd performantl cu fazi
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inver.si (RP-HPLC). in general, randamentele de purificare s-au situatin jurul valorilor de

60-80 % fatd de preparatele semipurificate de bacteriocini.

Determinarea masei moleculare a bacteriocinei, utilizAnd tehnlogia MALDI-TOF in

modui de lucru reflectron ion-pozitiv sau liniar, a evidentiat constant o masd molecular;

de aproximativ 5330 Da. s-a concluzionat ci masa de 5327 Da apa(ine lactococcinei B, o

bacteriocini cu spectru microbian redus, doar pentru genul Lactacoccus. Tehnicile de

identificare genetici au confirmat identitatea bacteriocinei prin compararea genelor

codificatoare a lactococcinei B de !a tulpina L tacts ssp lactis H8 5i de la alte tulpini

similare, izolate anteriorin cadrul.altor studii.

Ultimeie cioud capitole au avut drept scop generarea de informa{ii care pot

constitui o parte din elementele necesare designului unor noi variante mutante ale

bacteriocinelor care si serveased unor noi scopuri.

Prin utilizarea ralionald a mutagenezei au rezultat $ase noi variante ale

lactococcinei B care au p5strat in mod individual ciiferite nivele ale activititrii

antlbaeteriene. Acest fapt a fost demonstrat utilizind metoda difuziei in agarozS. avend

ca tulpini test 1.. locfis ssp. cremoris HP. Majoritatea mutantelor au demonstrat o

activitate antibacteriani inferioari in comparalie cu varianta de tip silbatic, insd a existat

o varianti mutanti ($er-Ala) care a demonstrat o activitate imbundt5{it5 fali de varianta

cie tip sSlbatic. Coreland datele oblinute cu studii anterioare s-a putut lansa o posibila

ipotezi legati de influenla cregterii hidrofobicitdtii asupra activitSlii lactococcinei B. tn

privinia lacticinei 3!47, tehnica mutagenezei induse a ajutat la evidenlierea unor noi

posibilitdti de exploraie a lantibioticelor, in general, gi a lacticinei 3147'in particular.

Posibilitatea teoreticd ca fiecare din cele patru resturi aminoacid care fac pafte din

structura peptidei LtnAl incluse in studiu, si fie inlocuite cu restul de 19 aminoacizi s-a

materializat practic intr-un numir 39 de noi variante de lacticinE 3147. Trei din cele patru
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pozitii fB, N4, L8 si Y11) au permis inlocuirea aminoacidului nativ din molecula LtnAl, cu

cel pulinjumatate din cele 19 posibilit6{i, acest rezultat relev6nd susceptibilitatea acestor

aminoacizi din dorneniul "variabil" la aplicarea cu success a bioingineriei gi dezvoltarea

unor tehnici rationale de design a unor noi compu5i antibiotici care si faci fali noilor

provocdri,

Disemninarea rezultatelor cercetllrll

Rezultatele cercetirilor desfdSurate in cadrul tezei de doctorat au fost prezentate

pentru disemniare in doui articole (aflate in diferite stagii de publicare) 5i o comunicare

Ia manifestiri stiintifice internaiionale, reprezentative pentru domeniul abordat, dupS

cum urmeazS:

A. Publicalii in reviste ISI:

Catalin lancu, Aoife Grainger, Des Field, Paul D. Cotter, Coiin Hili and R. Paul

Ross, 2011. Comparison of the potency of the lipid II targeting antimicrobials

nisin, lacticin 3147 and vancomycin against Gram positive bacteria'in curs de

publicare la' Applied and Enviranmentol Microbiology';

Des Field, Evelyn Molloy, Catalin lancu. Floor Hugenholtz, Lorraine Drapel

Paula M. O'Connor, Paul D. Cotter, Colin Hill and R. Paul Ross. "Second

generation bioengineering of lacticin 3147. Saturation mutagenesis of amino

acid residues from LtnAl peptide- in pregatire pentru propunerea spre

publicare.

B. Comuniciri gtiin{ifice suslinute la conferin}e na[ionale si internalionale:
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Catalin Iancu, Viorica Barbu, Anca Nicolau. The biopreservative effect of some

probiotic lactic acid bacteria isolated from cereal, on soybean milk; 2009.

EFFoST Conference New Challenges in Food Preservation: Processing - Safetl,

- Sustainability/11-13 noiembrie 20091 Budapesta, Ungaria

Lista publicatiilor din stagiul doctoral 2008-2011

A. Publica{ii in reviste ISI

Bahrim, G., Iancu, C., Butu, N., Negoita, T.G., 2010. Production of a novel microbial

transglutaminase using Streptomyces sp. polar strains. Romanian Biotechnological

Letters 15, 5197-5203.

B. Publicalii in reviste indexatein baze de date interna{ionale

lancu C., Barbu V., Nicolau A., Iordachescu G., 2010. Attempts to obtoin o new

symbiotic product besed on soy milk. Innovative Romanian Food Biotechnology

vol. 7, p, 21-29, ISSN: 1843-6099;

Iancu, C., Butu, N., Bahrim, G., 2009. Preliminary studies regarding

transglutaminase rynthesis by polar filamentous bacteria of the genus

4o



I

Strqnomycet sp. Innovative Romanian Food Bioteehnology ISSN 1843'6099, vol.

4 p., 12-1s;

Barbu,V., tancu,C., Neagu.C., 20X0. Isolation and ldentification of Some Strains of

Lactic Add Bacteria from Rye. Bulletin USAMV Agriculture 67 (2) ISSN 1843-5246,

173-L77.
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