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Introducere

Prezenta micropoluantilor organici solubili Tn apa si a compusilor farmaceutici in apele reziduale si luarea
unor masuri eficiente de eliminarea a acestora este in ultimii ani o permanenta preocupare a
cercetatorilor. Unii dintre compusgii farmaceutici recalcitranti sunt intens utilizati ca medicamente
neprescrise, iar dupa administrare sunt eliminati in mediul inconjurator, sub forma de substante active
sau metaboliti, prin urina si materii fecale. Una din principalele surse de dispersie a acestor compusi in
mediul Tnconjurator sunt apele reziduale. Desi aceste substante sunt regasite Tn concentratii reduse Tn
mediile acvatice, se considera ca, induc puternice efecte nefaste, la nivel global, sau specifice, la nivel
celular sau molecular. Avand in vedere resursele limitate de apa la nivel planetar, reducerea si controlul
poludrii precum si purificarea apelor contaminate in vederea reutilizarii sunt solutii pe termen scurt.

Dezvoltarea de noi tehnici pentru eliminarea produsilor chimici xenobiotici din apele reziduale, este intens
studiata n prezent, fiind aplicate procedee fizico- chimice si biologice moderne, avansate. Cu toate
acestea, este de mentionat lipsa studiilor privind eliminarea din mediul inconjurator, prin procedee
biologice (aerobe, anaerobe), a unor compusgii xenobiotici derivati din produsele de Tngrijire personald si
produsele farmaceutice. Bioepurarea cu namol activ este unul dintre cele mai aplicate procedee
biotehnologice 1in tratamentul apelor reziduale. Intrucat namolul activ este un consortiu de
microorganisme bine adaptat la conditiile fizico-chimice si biologice din apele reziduale, rezultatele privind
eficienta epurarii sunt in general acceptabile pentru a asigura calitatea apei epurate. Sunt unanim
recunoscute eforturile pentru biodegradarea, utilizAnd microorganismele salbatice (indigene si zimogene),
a compusilor toxici recalcitranti, in categoria carora intra si o serie de compusi farmaceutici. In aceste
cazuri, este recomandatd utilizarea Tn conditii biotehnologice controlate a culturilor de microorganisme
selectionate, care prezinta rezistentd la actiunea toxica a substraturilor supuse biodegradari si au
totodata potential de biotransformare prin echipamentul enzimatic pe care il detin.

Teza de doctorat intitulatd "Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptom icete selec fionate in
procese de bioconversie a compu gilor xenobiotici " a vizat izolarea de noi tulpini de bacterii
filamentoase din genul Streptomyces spp., activ producatoare de fenoloxidaze (lacaza si tirozinaza), in
vederea selectiei unor tulpini capabile s& producd biodegradarea cu eficientd sporitd a compusilor
farmaceutici recalcitranti, carbamazepina si acidul clofibric. Dupé izolarea si caracterizarea morfologica a
culturilor pure de streptomicete s-au selectionat tulpinile activ producatoare de fenoloxidaze (lacaza si
tirozinaza) si s-au studiat conditile biotehnologice pentru producerea acestor enzime. S-au analizat
proprietatile catalitice ale fenoloxidazelor produse de streptomicete selectionate. In vederea utilizarii
tulpinilor selectionate Tn procese de bioremediere, s-a testat rezistenta streptomicetelor la toxicitatea
compusilor farmaceutici tintéd (carbamazepina si acid clofibric) si s-a determinat concentratia maxima de
compus farmaceutic care sa nu afecteaza functionalitatea metabolica a celulelor. Prin tehnici moderne
de modelare matematica si analiza statistica (metoda Plackett-Burman, metoda analizei suprafetei de
raspuns) s-au identificat si selectat factorii biotehnologici semnificativi cu influentd asupra gradului de
biotransformare a carbamazepinei si a acidului clofibric precum si optimizarea conditjiilor biotehnologice,
in scopul cregterii vitezei si a eficientei de transformare a compusilor xenobiotici studiati. In perspectiva
implementarii in practica, in statiile de epurare, si pentru cresterea eficientei economice a bioproceselor
studiate, s-a urmarit utilizarea in procesul de bioremediere a culturilor multiple, streptomicete
selectionate-namol activ, si stabilirea conditiilor optime pentru bioconversia compusilor xenobiotici tinta si
cresterea randamentului de biotransformare.

In acest context, cercetarile derulate pe parcursul studiilor de doctorat au vizat urmatoarele obiective
stiintifice:
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= |zolarea unor noi tulpini de bacterii filamentoase apartindnd genului Streptomyces spp. si selectia pe
criterii calitative si cantitative a producatorilor de fenoloxidaze (tirozinaza si lacaza).

= Studiul conditiilor biotehnologice de producere a fenoloxidazelor cu tulpini selectionate si
caracterizarea proprietatilor catalitice ale enzimelor sintetizate.

= Evaluarea toxicitatii compusilor farmaceutici xenobiotici, tintd (carbamazepina si acidul clofibric)
asupra cresterii si functionalitati metabolice a culturilor de streptomicete selectionate, activ
producatoare de fenoloxidaze si studiul capacitatii acestora de bioconversie a compusilor xenobiotici
tinta, corelat cu conditiile fizico-chimice de cultivare.

= Studiul comparativ al biodegradarii compusilor farmaceutici (carbamazepina si acidul clofibric), n
conditii biotehnologice controlate, utilizand namol activ (statia de epurare a orasului Galati, Roméania
si statia de epurare a orasului Rennes, Franta) si culturi de streptomicete selectionate.

= Biostimularea functionalitatii culturilor multiple, namoluri active si tulpini de streptomicete selectionate
pentru bioconversia compusilor farmaceutici tintd, in vederea cresterii eficientei proceselor de
bioremediere.

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

. STUDIUL DOCUMENTAR, este structurat in 3 capitole si prezintd date actuale din literatura de
specialitate privind taxonomia caracterele morfologice si fiziologice ale bacteriilor filamentoase din genul
Streptomyces si metodele specifice de izolare si conservare a culturilor pure. Se prezintd totodata date
privind enzimele din clasa fenoloxidaze (clasificare, structura, proprietatile catalitice), conditiile
biotehnologice de producere cu microorganisme selectionate, aplicatiile practice ale acestor enzime,
precum si avantajele folosirii acestora Tn procesele industriale. Sunt prezentate de asemenea
microorganismele implicate in biotransformarea compusilor farmaceutici recalcitranti, poluanti ai apelor
reziduale si importanta acestora in procesele de bioremediere.

Il. PARTEA EXPERIMENTAL A, cuprinde rezultatele investigatiilor originale realizate pe parcursul
stagiului de doctorat si este structurata in patru capitole, dupé cum urmeaza:

Capitolul 4 , intitulat 1zolarea, selec fia si caracterizarea unor streptomicete activ produc  atoare de
fenoloxidaze prezinta strategia si rezultatele obtinute privind izolarea din surse naturale a bacteriilor din
genul Streptomyces spp. si selectia pe criterii calitative si cantitative a unor tulpini active, cu capacitatea
de a biosintetiza fenoloxidaze in conditii biotehnologice controlate. Au fost analizate conditiile
biotehnologice de producere a fenoloxidazelor (lacaza si tirozinaza) cu tulpini selectionate de
streptomicete si s-au stabilit totodata conditiile optime de activitate ale enzimelor sintetizate, evidentiind
importanta proprietatilor lor catalitice pentru utilizarea in procesele de biodegradare a compusilor
farmaceutici recalcitranti, carbamazepina si acidul clofibric.

Capitolul 5, intitulat, Utilizarea culturilor selec fionate de streptomicete pentru biodegradarea
carbamazepinei, a vizat testarea rezistentei tulpinilor de streptomicete fatd de toxicitatea
carbamazepinei, determinarea concentratiei maxime de compus farmaceutic care sa nu afecteze
cresterea si functionalitatea metabolica a streptomicetelor. De asemenea, utilizand tulpina selectionata
Streptomyces MIUG 4.89, prin modelare matematica si analiza statistica s-a urmarit identificarea factorilor
biotehnologici cu influentd in procesul de biodegradare a carbamazepinei si optimizarea conditiilor de
biotransformare in scopul cresterii eficientei procesului de bioremediere.

Capitolul 6 , intitulat, Utilizarea culturilor selec fionate de streptomicete pentru biodegradarea
acidului clofibric, prezinta rezultatele investigatiilor privind testarea rezistentei tulpinilor de streptomicete
fatd de toxicitatea acidului clofibric, determinarea concentratiei maxime de compus farmaceutic care sa
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nu afecteze functionalitatea streptomicetelor precum si identificarea factorilor biotehnologici cu influenta
majora si optimizarea conditiilor biotehnologice de biodegradare a acidului clofibric cu tulpina selectionata
Streptomyces MIUG 4.89, 1in scopul cresterii eficientei biotransformarii compusului farmaceutic
recalcitrant.

Capitolul 7 , intitulat Condi fii de biodegradare a compu gilor farmaceutici recalcitran ¢i in culturi
multiple, streptomicete-n 4mol activ , descrie conditiile de biotransformare a compusilor farmaceutici
xenobiotici, carbamazepina si acidul clofibric, prin activitatea metabolica a streptomicetelor selectionate si
a namolului activ, Tn monoculturi si Tn culturi multiple, Tn conditii controlate de operare, similare cu cele
din statiile de epurare a apelor reziduale.

Fiecare capitol al partii experimentale este structurat intr-o succesiune logica a urmatoarelor subcapitole:
Introducere, Tn care se prezintd oportunitatea si obiectivele specifice ale studiilor realizate; Materiale si
metode, in care sunt descrise materialele, reactivii, culturile de microorganisme si mediile fermentative
utilizate Tn experimentari, precum si metodele de investigare, analizd si de prelucare a datelor
experimentale; Rezultate si discufii, in care se prezintd rezultatele originale obtinute si compararea
acestor cu date similare din literatura de specialitate; Concluzii pariale si Referinfe bibliografice specifice.

Capitolul 8 , Concluzii generale, prezinta principalele concluzii rezultate din experimentele realizate ce
au vizat izolarea si selectia unor bacterii din genul Streptomyces spp.activ producatoare de fenoloxidaze
(tirozinaza si lacaza), caracterizarea proprietatilor catalitice ale fenoloxidazelor sintetizate de
streptomicete, evaluarea capacitatii tulpinilor selectionate de streptomicete de biodegradare a compusilor
farmaceutici (carbamazepina gi acid clofibric) precum si biostimularea functionalitatii acestora n culturi
multiple si ndmoluri active pentru utilizare in procese de bioremediere a apelor reziduale poluate cu
compusi farmaceutici xenobiotici, Tn conditii controlate, in statii pilot sau in situ.

in final, sunt prezentate contribu fiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in dezvoltarea cunoasterii
Tn domeniu si perspectivele pentru continuarea cercetarilor, precum si diseminarea rezultatelor obtinute n
domeniul de cercetare abordat.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost realizate cu ajutorul infrastructurii moderne de
cercetare ale laboratoarelor: Centrul integrat de cercetare, expertizd si transfer tehnologic (BioAliment-
TehnlA) (www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultgfii de Stiinfa si Ingineria Alimentelor, Universitatea
‘Dundrea de Jos ” din Galati; Laboratorul de Chimia si Ingineria Proceselor, din cadrul Scolii Nafionale

Superioare de Chimie, Universitatea din Rennes, Franfa.

Studiile doctorale au fost sustinute financiar de Programul Operational Sectorial Dezvoltarea Resurselor
Umane (POSDRU) — 107/1.5/S/76822 - Sistem de Management a | Burselor Acordate Doctoranzilor -
ID 76822, acronim Top Academic .

Pe parcursul studiilor doctorale, doctoranda a fost implicata in echipele de cercetare a 3 proiecte, 1
proiect in cadrul programului IDEI si 2 proiecte de colaborare internationald, cu Franta si China.

Rezultatele cercetarilor desfasurate Tn cadrul tezei de doctorat au fost prezentate pentru diseminare in 4
articole stiintifice publicate sau n curs de publicare in reviste cotate ISI si indexate in baze de date
internationale, 1 capitol publicat fintro carte ap aruta in editura interna tionala (Lambert Academic
Publishing, Germania), 9 comunic ari la manifestari stiintifice reprezentative pentru domeniul
biotehnologiei.

Teza de doctorat confine 180 pagini, in care sunt incluse 95 figuri si 18 tabele. Studiul documentar
reprezintd 20 % iar partea experimentala 80 %.
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ll. PARTEA EXPPERIMENTAL A

4. Izolarea, selec tia si caracterizarea unor streptomicete activ produc  atoare de
fenoloxidaze

4.1 Introducere

in prima etapad a cercetarilor s-a urmarit izolarea si selectia unor tulpini de streptomicete activ
producatoare de fenoloxidaze (tirozinaza si lacaza), studiul conditiilor biotehnologice de biosinteza a
enzimelor si caracterizarea proprietatilor catalitice, in vederea stabilirii conditiilor fizico-chimice pentru
utilizarea n procese de biotransformare a unor compusi xenobiotici cu structuré aromatica.

4.2 Materiale si metode de investigare

= Microorganisme
Au fost studiate 40 de tulpini de Streptomyces spp.

Metodele utilizate in cadrul acestui capitol sunt:
= Metode de izolare a streptomicetelor
= Metode de selecfie a streptomicetelor producétoare de fenoloxidaze
= Cultivarea streptomicetelor pentru biosinteza fenoloxidazelor
= Determinarea dinamicii de inmulfire a bacteriei si a concentrafia de biomas& acumulata
= Metode de obfinere a extractului enzimatic brut
= Metode de determinare a activitfii fenoloxidazelor (tirozinaza si lacaza)

4.3 Rezultate si discu {ii
4.3.1 Izolarea streptomicetelor din sol

Tulpinile de streptomicete nou izolate au fost caracterizate din punct de vedere morfologic si diferentiate
pe baza caracterelor culturale prin cultivare pe mediul Gauze-agar Tn concordanta cu caracterele descrise
pentru streptomicete n "Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (Lechevalier, 1989). Caracteristicele
morfologice ale tulpinilor nou izolate au fost comparate si cu cele ale tulpinilor din colectia de
microorganisme MIUG.

Coloniile cu caractere morfologice distince au fost izolate in culturi pure Tn eprubete cu mediul Gauze
inclinat si conservate sub ulei de parafina steril, sau prin pastrare la temperatura de 0...4C.

4.3.2 Selectia streptomicetelor activ produc  atoare de fenoloxidaze

Selectia calitativ & (preselec fia) Tulpinile noi izolate din probele de sol si cele din Colectia de
microorganisme (MIUG) au fost testate si verificate pentru capacitatea lor de a produce tirozinaza si
lacaza. Testele preliminarii privind producerea de enzime, au fost efectuate in placi Petri pe mediul
Gauze-agar suplimentat cu 1 g L™ L-tirozina, timp de 7 zile la 25°C.

Tn functie de capacitatea tulpinilor de a produce pigmenti melaninici pe reversul coloniei (figura 4.3), au
fost selectionate 19 tulpini, totodata realizandu-se si o apreciere semicantitativa.
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Figura 4.3 Caractere macroscopice ale coloniilor de Streptomyces spp. selectionate prin cultivare pe
mediul Gauze — agar, suplimentat cu 1 g L™ L-tirozina

S-au considerat bune producéatoare de fenoloxidaze tulpinile pentru care raportul dintre diametrul zonei
de transformare a substratului a variat intre 2 - 3,5.

in functie de acest raport, tulpinile testate au fost clasificate in mai multe grupe, dupa cum urmeaza:
e Tnalt active: Ra = 2 — 3,5; 25 % dintre tulpini;

« slab active: Ra= 1 - 1,6; 75 % dintre tulpini.

4.3.3 Obtinerea fenoloxidazelor cu streptomicete selec  tionate si caracterizarea propriet atilor
catalitice

Dupa cultivarea Tn conditii submerse pe mediul Gauze lichid, suplimentat cu inductorii L-tirozina sau
CuSQq,, timp de 7 zile, la 150 rpm, s-a separat lichidul cultural care s-a utilizat ca sursa de fenoloxidaze
extracelulare (extract brut).
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Activitate tirozinazicd (UA mL1)
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Figura 4.5 Potentialul tulpinilor de streptomicete selectionate de a sintetiza tirozinaza extracelulara
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Figura 4.6 Potentialul tulpinilor de streptomicete selectionate de a sintetiza lacaza extracelulara

Tn urma studiilor de evaluare a activitatii fenoloxidazice a celor 40 de tulpini selectionate luate in studiu s-
au evidentiat urmatoarele tulpini:
» Tulpinile codificate RE, RC, RB, SC, RD, S;, S;, Ss, SB, SD, MIUG 4.88, MIUG 4.89 si
MIUG 4.38 producatoare de tirozinaza (figura 4.5);
» Tulpinile codificate V3C, C3, SNA, Lpy, Lp2, RA, MIUG 4.88 si MIUG 4.89, producatoare
de lacaza (figura 4.6).
Se remarca, tulpinile Streptomyces MIUG 4.89 si MIUG 4.88, din colectia MIUG care produc simultan
ambele enzime.Tulpinile codificate MIUG 4.88, MIUG 4.89, MIUG 4.38, RE, SNA, V3C, Lp, au prezentat
performante superioare de biosintez&, si au fost selectionate pentru etapele urmatoare ale studiului
privind obtinerea si caracterizarea enzimelor produse.

4.3.3.1 Propriet atile catalitice ale lacazei

= Influen fa concentra fiei de substrat si a raportului enzim & : substrat

Pentru lacaza produsa de tulpinile Streptomyces MIUG 4.89, Streptomyces MIUG 4.88 si tulpinile noi
izolate codificate V3C, Cs, Lpz, Lpi, SNA si RA s-a variat concentratia de pirogalol in calitate de substrat
ntre 0,005 M si 0,1M si raportul enzima: substrat, la valori intre 0,7:1; 0,8:1; 0,9:1 si 1:1. In figura 4.7 si
figura 4.8 se prezinta variatia activitatii lacazice Tn functie de raportul enzima substrat, pentru doua dintre
extractele enzimatice produse de tulpinile cele mai productive.

Din figura 4.9 se observa ca in cazul folosirii drept substrat a pirogalolului la o concentratie de 0,05 M,
raportul optim enzima : substrat este de 1:1. In urma studiului se considera optime pentru functionalitatea
lacazei produsa de streptomicete urmatoarele: substratul pirogalol, Tn concentratie 0,05 M si raportul
enzima:substrat 1:1.
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Figura 4.9 Variatia activitatii lacazice n functie de raportul enzima: 0,05 M pirogalol

= Stabilirea pH-ului optim de activitate al lacazei

Efectul pH-ului asupra activitatii lacazice a fost studiat in solutie de tampon fosfat (0.001mM), la valori de
pH cuprinse intre 3,0 si 8,0.

—o— MIUG 4.88 —8— MIUG 4.89 —a&— V3C —>— Lp2 -—-o-- Lpl —e&— SNA
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3
0,2

Activitate lacazica (UA mL 1)

0,1

0

pH

Figura 4.11 Efectul pH-ului asupra lacazei sintetizata de tulpini selectionate de Streptomyces spp.

Asa cum se poate observa in figura 4.11, pH-ul optim de actiune pentru lacaza produsa de streptomicete
este 5,0. Variatia pH-ului in jurul acestui optim conduce la la o scadere a activitatii enzimei. In literatura
de specialitate sunt prezentate putine informatii cu privire la efectul pH-ului respectiv al temperaturii
asupra functionalitatii lacazei sintetizate de tulpini din genul Streptomyces.

= Stabilirea temperaturii optime de ac  fiune a lacazei sintetizate de streptomicete

Influenta temperaturii asupra activitatii lacazei produsa de tulpinile genului Streptomyces spp. a fost
studiata prin termostatarea amestecului de reactie la temperaturi diferite, variind de la 10C la 6 0C si pH

8
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5,0, timp de 20 minute. Valorile maxime de activitate pentru lacaza sintetizatd de tulpinile selectionate
studiate au fost obtinute la temperatura de 30C, a sa cum se poate observa in figura 4.12.

—o— MIUG 4.88 —8— MIUG 4.89 —&— V3C —x— Lp2 --—-0--Lpl —e— SNA
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0
10 20 30 40 50 60

Temperatura (° C)

Figura 4.12 Efectul temperaturii asupra activitatii lacazei sintetizata de tulpinile selectionate de
Streptomyces spp.

4.3.3.2 Propriet atile catalitice ale tirozinazei

= Influen fa concentra fiei de substrat si a raportului enzim & : substrat

Pentru tirozinaza produsa de tulpinile Streptomyces MIUG 13p, MIUG 4.88, MIUG 4.89 si tulpinile noi
izolate, codificate RE, RC, RB, SC, RD, S;, S,, S3,SB si SD, s-a variat concentratia de L-tirozing, n
calitate de substrat, intre 0,005 M si 0,1M si raportul enzima:substrat, la valori intre 0,7:1; 0,8:1; 0,9:1 si
1:1.

in figura 4.13 si figura 4.14 sunt prezentate rezultatele obtinute privind variatia activitatii tirozinazice in
functie de concentratia de substrat si raportul enzima :substrat, pentru douéa dintre cele mai productive
tulpini selectionate.
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Figura 4.13 Stabilirea concentratiei optime de substrat pentru functionalitatea tirozinazei sintetizata de
tulpina Streptomyces MIUG 4.88
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Figura 4.14 Stabilirea concentratiei optime de substrat pentru functionalitatea tirozinazei sintetizata de
tulpina Streptomyces RE

Din figura 4.15 se observa ca n cazul folosirii drept substrat L-tirozina la o concentratie de 0,1 M, raportul
optim enzimé& : substrat este de 1:1. In urma studiului se considerd optime pentru functionalitatea

tirozinazei produsa de streptomicete urmatoarele: substrat 0,1 M L-tirozina si raportul enzima:substrat
1:1.

10



silor

de bioconversie a compu  §

in procese

cete selec tionate

xenobiotici

NN INININIIIIN

O N e ettt

Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptomi

0,3
0,2
0,1

(, 7w vn) e91ZEUOZOIN BIRUIAROY

SD

SB

S1

SC RD

Tulpini de Streptomyces
-a studiat functionalitatea tirozinazei la valori

de streptomicete selec fionate

RB

RC
ptimizate anterior s

—— MIUG 4.88 —a—MIUG4.89 ——MIUG4.38 ——RE

,0.

Osi8

MIUG 4.B8UG 4.BJUG 4.38 RE

0,0
tirozinazei sintetizata de tulpini selectionate de streptomicete

Figura 4.15 Stabilirea raportului optim enzima: substrat (substrat: 0,1M L-tirozina) pentru functionalitatea
= Stabilirea pH-ului optim al tirozinazei sintetizate

Pastrand constante conditiile de reactie o

de pH cuprinse intre 3,

PacO S G |
o o o o

(;-1w V) ga1zeuizon rennndy

de tulpinile selectionate de Streptomyces

pH

ul optim de actiune pentru tirozinaza sintetizata de tulpinile
11

tii tirozinazei produsa de tulpinile selectionate de Streptomyces spp.

a

ptomicete este cuprins intre valorile 6,0-7,0.

spp.
poate observa in figura 4.17, pH-

peraturii asupra activit
a fost studiata prin termostatarea amestecului de reactie la temperaturi diferite, variind de la 10C la 6 0C

Figura 4.17 Efectul pH-ului asupra tirozinazei sintetizata

= Stabilirea temperaturii optime a tirozinazei

selectionate de stre

Asa cum se
Influenta tem



Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptomi cete selec fionate in procese de bioconversie a compu  silor
xenobiotici

si la pH 7,0, timp de 20 minute. Valorile maxime de activitate pentru preparatele brute de tirozinaza
studiate au fost obtinute la temperatura de 30C (figura 4.18).
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Figura 4.18 Efectul temperaturii asupra tirozinazei sintetizata de tulpini selectionate de Streptomyces
spp.
4.4 Concluzii par tiale

1. S-au studiat 40 de tulpini de Streptomyces ssp., dintre care 10 tulpini de streptomicete apartinand
colectiei de microorganisme a Platformei de cercetare si formare "Bioaliment” a Facultatii de
Stiinta si Ingineria Alimentelor din cadrul Universitatii’"Dunarea de Jos” din Galati (indicativ MIUG),
conservate prin pastrare sub ulei de parafina steril si 30 tulpini de streptomicete nou izolate din
diferite probe de sol, prelevate din judetul Galati.

2. Tulpinile de streptomicete izolate au fost diferentiate pe baza caracterelor culturale prin cultivare
pe mediu Gauze-agar in concordantd cu datele prezentate de Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology” (Lechevalier, 1989).

3. Selectia calitativa a tulpinilor de streptomicete producatoare de fenoloxidaze, s-a realizat prin
cultivare in placi Petri pe mediul Gauze suplimentat cu 1 % tirozina Tn calitate de inductor al
biosintezei. Criteriul principal de selectie I-a constituit formarea pigmentului de culoare bruna,
difuzabil Tn mediu, Tn jurul coloniilor tulpinilor active.

4. Prin selectie pe criterii semicantitative, prin evaluarea potentialului de biosinteza a fenoloxidazelor
extracelulare pe baza indicelui de transformare a substratului L-tirozina, definit ca raportul dintre
diametrul zonei de transformare a substratului, clar evidentiatad si diametrul coloniei formate, s-au
evidentiat tulpinile cele mai activ producatoare de fenoloxidaze, si anume tulpinile Streptomyces
MIUG 4.89, MIUG 4.38, MIUG 4.88 dar si tulpinile noi izolate, codificate SNA, Lp,, Lp, si RE.

5. Activitatea tirozinazei si lacazei sintetizate de streptomicete variaza in functie de concentratia de
substrat si raportul enzima: substrat, cele mai bune activitati Tnregistrandu-se la concentratia
optimé& de substrat de 0,05 M pirogalol (pentru lacaza) si 0, 1 M L-tirozina (pentru tirozinaza) si un
raport enzima substrat de 1:1. Randamentul maxim de transformare al substratului se obtine
dupa 5 minute de reactie, atat in cazul tirozinazei cét si al lacazei.

7. Lacaza si tirozinaza produse de tulpinile de streptomicete selectionate actioneazd optim la
temperatura de 30 °C sila pH 5,0, pentru lacaza si pH 7,0, pentru tirozinaza.

12



Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptomi  cete selec fionate in procese de bioconversie a compu  silor
xenobiotici

8. Tulpinile selectionate vor fi studiate ca potentiali agenti pentru biodegradarea compusilor
farmaceutici carbamazepina si acid clofibric, in medii lichide, Tn conditii submerse, Tn experimente
n sisteme model, Tn conditii similare cu cele de bioremediere in situ din statiile de epurare.

5. Utilizarea culturilor selec tionate de streptomicete pentru biodegradarea
carbamazepinei

5.1 Introducere

A vizat testarea rezistentei tulpinilor de streptomicete fatd de toxicitatea carbamazepinei, determinarea
concentratiei maxime de compus farmaceutic care sa nu afecteze cresterea si functionalitatea metabolica
a streptomicetelor. De asemenea, utilizénd tulpina selectionatd Streptomyces MIUG 4.89, prin modelare
matematica si analiza statistica s-a urmarit identificarea factorilor biotehnologici cu influenta in procesul
de biodegradare a carbamazepinei si optimizarea conditiilor de biotransformare in scopul cresterii
eficientei procesului de bioremediere.

5.2 Materiale si metode de investigare, analiz & si interpretare a datelor experimentale
= Microorganisme

S-au studiat 19 de tulpini de Streptomyces spp. activ producatoare de fenoloxidaze.

Metodele utilizate Tn cadrul acestui capitol sunt:
= Selectia calitativa a tulpinilor Streptomyces spp. privind rezistenta la toxicitatea carbamazepinei
= Testarea capacitatii tulpinilor selectionate de biotransformare a carbamazepinei in conditii
submerse, aerobe, de cultivare
= Cuantificarea prin cromatografie HPLC a biotransformarii carbamazepinei si a compusilor de
biotransformare

Gradul de biotransformare a carbamazepinei a fost calculat dupa formula:

Gradul de biotransformare % = (Co — Cf) - 100 (5.1)
Co
unde: Co - concentratia initiald de carbamazepina in mediul de culturd, mg L™;
Cf — concentratia de carbamazepina dupé biotransformare, mg L™

5.2.3 Metode de analiz a statistic a si interpretare a datelor experimentale

= Modelul Plackett-Burman

S-a conceput un model empiric pe baza setului de raspunsuri obtinute din cercetarile anterioare si a
conditiilor optime de functionare conform datelor din literatura de specialitate. Astfel, pentru generarea
modelului Plackett-Burman s-au selectat 10 parametri (variabile independente). Prin variatia acestor 10
parametri s-au generat 11 experimente in care s-au variat valorile variabilelor independente (limita
superioara, limita inferioara).

Proiectarea experimentelor, descrierea parametrilor si limitele de variatie sunt descrise in tabelul 5.1.
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Tabelul 5.1 Variabilele independente selectate pentru modelul Plackett-Burmann si limitele de variatie

Variabile Unitatea de Cod Nivele de varia tie
independente masur a inferior Superior
= Concentratia de mg L™ A 0,2 8
carbamazepina
= Concentatia sursei de azot gL? B 1 3
(extract de drojdie)
= Concentratie glucoza gL? C 3 10
= Concentratie inocul % (v/v) D 4 10
= Varsta inocul h E 24 72
= Volumul de mediu mL F 50 250
= pH unitati pH G 5 7
= Temperatura °C H 25 35
= Viteza de agitarea rpm J 100 200
= Timpul de cultivare zile K 7 14

= Metoda analizei suprafe tei de raspuns pentru optimizarea condi tiilor biotehnologice de
bioconversie a carbamazepinei

Modelul experimental CCD a impus conceperea a 24 variante experimentale si a inclus 4 puncte de
proiectare factoriala, 10 puncte pentru studii axiale (2 pentru fiecare variabild) si 3 studii pentru replicarea
punctelor centrale.

Pentru toate variabilele s-a considerat valoarea centrala codificata zero. Intervalele maxime si minime ale
variabilelor investigate in planul experimental in forméa reald si in form& codificatéd sunt prezentate in
tabelul 5.2.

Tabelul 5.2 Nivelurile si intervalele de variafie ale variabilelor independente utilizand CCD pentru
procesul de biodegradare a carbamazepinei

Variabile Cod Nivelul codificat al variabilei

independente -a -1 0 +1 +a
= Concentratia B 0.2 ! 2 3 4

de extract de drojdie, g L™

= Concentratie glucoza, g L™ C 0.1 3 6.5 10 13
= Concentratie inocul, % (v/v) D 2 4 ! 10 13
=  Volum de mediu, mL F 50 125 150 250 350
= pH G 4 5 6 7 8
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tiei ANOVA. Relevanta modelului s-a

Pentru estimarea parametrilor statistici s-a aplicat analiza varia

apreciat si pe baza coeficientului multiplu de determinare R? (similar coeficientului de regresie). Pentru

analiza modelului experimental s-a utilizat pachetul software statistic ,Design-Expert 8.0.7.1", Stat-Ease,

Inc., Minneapolis, USA.

5.3 Rezultate si discu {tii

e

5.3.1Testarea toxicit atii carbamazepinei asupra culturilor de streptomicet

treptomicetelor la carbamazepina (CBZ), a fost

aas

t

-cantitativa bazata pe testul de rezisten
realizat prin cultivarea celor nouasprezece tulpini de Streptomyces spp. pe mediul Gauze suplimentat cu

Selectia semi

(intre 0,05 si 8 mg L™"). Aceste concentratii au fost alese corelat cu gradul de

poluare posibil al mediilor acvatice. Rezultatele ob

diferite concentratii de CBZ

treptomicetelor

aas

tinute au indicat rezistenta diferit

fata de toxicitatea carbamazepinei. Tulpinile de Streptomyces spp. cu diametrul coloniei mai mare de 6

mm au fost considerate a fi rezistente la carbamazepina (figura 5.2).Dintre cele nouasprezece tulpini
Streptomyces spp. testate, numai cinci tulpini, codificate MIUG 4.88, MIUG 4.89, SNA, Lp; si Lp,, au

indicat o toleranta ridicata la CBZ, la majoritatea concentratiile testate (0,05-8 mg L™). Din figura 5.2, se

idel1mgL? 5mgL"si8mglL"

observa ca tulpinile cele mai afectate de toxicitatea CBZ la concentrat

au fost tulpinile codificate SB, SD, RD
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Figura 5.2 Dezvoltarea coloniala a tulpinilor de Streptomyces spp. in medii cu carbamazepina

pentru

selectionate

Tulpinile codificate MIUG 4.88, MIUG 4.89, Lp,, Lp, si SNA au fost, prin urmare,

urmatoarele teste de toxicitate la CBZ.

tionate de bioconversie

5.3.2 Testarea capacit atii tulpinilor de streptomicete selec

carbamazepinei

tii aerobe,

ta carbamazepinei, in condi

Evaluarea cre sterii streptomicetelor in prezen

submerse de cultivare

In acest studiu s-a urmarit capacitatea tulpinilor selectionate de streptomicete de a elimina

carbamazepina in concentratie de 0,2 mg L™, in conditii aerobe, submerse de cultivare.
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Rezultatele au indicat ca cele cinci tulpini de streptomicete selectionate codificate MIUG 4.88, MIUG 4.89,
SNA, Lp; si Lp,, prezinta o buna crestere Tn mediul lichid minimal, suplimentat cu carbamazepina ca
sursa unica de carbon (figura 5.3).

—=— MIUG 4.89
—e— MIUG 4.88
—a— SNA
0,5 —v— Lp2
——Lp:

Biomasa uscata (mg mL‘l)

0,0 ——

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Durata de cultivare (ore)

Figura 5.3 Dinamica multiplicarii streptomicetelor selectionate cultivate in sistem submers pe
mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg L™ carbamazepina (temperatura de 25C si
150 rpm)

Dupa cum reiese din figura 5.3, tulpinile codificate MIUG 4.89, MIUG 4.88 si SNA prezinta un bun
potential de a creste si de a se multiplica in prezenta carbamazepinei ca sursa unica de carbon, dupa 70
de ore de cultivare pe mediul lichid minimal, in sistem submers, cu aerare.

Deorece s-a constatat ca tulpinile selectionate cresc foarte greu in mediu cu CBZ ca sursa unica de
carbon a fost evaluat efectul adaugarii glucozei in testele de biodegradare, urmarindu-se daca adaugarea
de glucoza poate Tmbunétatii Tnmultirea celulelor (acumularea de biomaséa) si capacitatea acestora de
biodegradare a CBZ. S-au testat doua nivele de concentratie: 0,5 g L* sib5g L* glucoza.

Dintre tulpinile de Streptomyces spp. testate, tulpinile codificate MIUG 4.89 si SNA au prezentat cel mai
ridicat potential de biodegradare, ducand la eliminarea carbamazepinei in procent de 30 % in mediul cu 5
g L* glucoza, in calitate de co-substrat.

Efectul concentra tiei ini tiale de carbamazepin a asupra func tionalit atii metabolice a
streptomicetelor selec tionate

Pentru a evidentia impactul concentratiei initiale de carbamazepina asupra cregterii tulpinilor selectionate
(Streptomyces MIUG 4.89 si Streptomyces SNA), acestea au fost cultivate n conditii submerse, aerobe,
Tn mediul lichid minimal suplimentat cu cinci concentratii initiale de carbamazepina (0,2, 0,5, 1, 5,8 mg L’
Y siglucoza (5 g L™).

Criteriile avute in vedere pentru aprecierea potentialului de biodegradare au fost concentratia de
carbamazepina reziduald in mediul de culturd, la sfarsitul perioadei de cultivare si randamentul de
biomasa uscatd. Rezultatele obtinute dupa zece zile de cultivare in conditii submerse, in aerobioza, la
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temperatura de 25T si 150 rpm sunt prezentate in figura 5.14.

100 A

80

60 -

40 -

Carbamazepina %

20 -

0,2

0,5

1

5

Concentratie CBZ (mg L)

OMIUG
4.89

5 SNA

Figura 5.14 Capacitatea de biodegradare a carbamazepinei de catre tulpinile de streptomicete
selectionate, cultivate in sistem submers, cu aerare, pe mediul minimal suplimentat cu
diferite concentratfii de carbamazepina si 5 g L* glucoza (dupa 10 zile de cultivare, la
temperatura de 25T si 150 rpm)

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Biomasa uscai (g L)

0,1
0,0

0,2

0,5

1
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H SNA

Figura 5.15 Dinamica de acumulare a biomasei tulpinilor Streptomyces MIUG 4.89 si Streptomyces SNA,
cultivate Tn sistem submers, cu aerare, pe mediul minimal suplimentat cu diferite

concentratii de carbamazepina si 5 g L™ glucoza (dupa 10 zile de cultivare, la temperatura
de 25°C si 150 rpm)

Randamentul de biodegradare a CBZ a fost semnificativ, aproximativ 30 % cu tulpina codificatd SNA si
respectiv tulpina Streptomyces MIUG 4.89, la concentratia initiald de 0,2 mg L™ Un procent redus de
biodegradare a inregistrat pentru concentratii de CBZ mai mari de 1 mg L™, Aceste rezultate sugereaza
in mod clar ca concentratia initiald de poluant de 0,2 mg L™ este cea mai favorabila pentru un proces
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eficient de biodegradare de catre streptomicete.

Degradare carbamazepinei este corelata evident cu acumularea de biomasa, deoarece o reducere
importanta a concentratiei de biomasa uscatd acumulatd a fost observata la concentratii mai mari de
carbamazepina (figura 5.15). Cu toate acestea, cele mai mari valori ale randamentului de biomasa (0,6 -
0,7 g L'l) au fost obtinute numai de tulpina Streptomyces MIUG 4.89 dupa zece zile de cultivare
submersa, in conditii aerobe (figura 5.15). Conform celor doud criterii enumerate anterior tulpina
Streptomyces MIUG 4.89 a fost selectionatéd pentru studiile ulterioare de optimizare pentru a stabili
conditiile de culturd adecvate pentru biotransformarea carbamazepinei si, de asemenea, pentru a
intelege Tn mod clar care din acesti parametri contribuie la sporirea eficientei procesului de biodegradare.

5.3.3 Optimizarea condi tiilor de biodegradare a carbamazepinei utilizadnd tu  Ipini selec tionate de
streptomicete

Analiza coeficientilor de regresie a celor 10 variabile a indicat ca factorii: concentratia de extract de
drojdie si de glucoza, concentratie de inocul, volumul de mediu si pH-ul au fost gasiti semnificativi cu
influenta pozitiva asupra procesului de biodegradare al carbamazepinei si au fost inclusi Tn experimentele
de optimizare. Tn contrast, concentratia de compus xenobiotic, viteza de agitare, timpul de cultivare,
varsta inoculului si temperatura sunt nesemnificativi asupra procesului de biodegradare al
carbamazepinei figura 5.16).

041 0,33

0,3 - 0,26
0,2

02 - 0,18
0,108

0,1 - |_|

0 J
A E Iil l_l_l J B C D G F
-0,1 - -0,032

-0,072
-0,102
-0,13

Efectul variabilelor asupra gradului de
biotransformare a carbamazepinei

-0,4
Variabile independente

Figura 5.16 Efectul variabilelor independente asupra gradului de biotransformare a carbamazepinei
de catre tulpina selectionata Streptomyces MIUG 4.89
Variabilele independente selectate au fost verificate prin intermediul testului t-student (analiza variatiei
ANOVA), iar cele cu valoarea lui p<0,1 si 95 % nivel de incredere au fost acceptate ca factori
semnificativi Tn procesul de biodegradare.

5.3.3.2 Modelarea matematic a a condi {iilor biotehnologice de biotransformare a carbamaze pinei
(analiza suprafe tei de raspuns)
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C: Concentratie de glucoza (g/L)
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Tn figurile 5.17 si 5.18, se observa efectele corelate ale variabilelor independente, respectiv interactiunea
dintre concentratia sursei de azot si pH, precum si concentratia de glucoza si pH, asupra gradului de
biotransformare a carbamazepinei.

B: Concentratie de azot (g/L)
Carbamazepina (%)

500 55 600 6% 700

G: pH

b)

a)

Figura 5.17 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
pH-ului (G) si a concentratiei de extract de drojdie (B), asupra randamentului de
biotransformare a carbamazepinei cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89

40
¥ »
2
E' -
i .
8
[
10.00 7.00
7.00
6.00
C: Concentratie de 5%
glucoza (g/L) 300 500
a) b)

Figura 5.18 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
pH-ului (G) si a concentratiei de glucoza (C) asupra randamentului de biotransformare a
carbamazepinei cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89
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Mentindnd concentratia de azot la valoare minima 2 g L? si pH-ul mediului la valoarea 6,0, se obtine un
randament de biotransformare a carbamazepinei de 18 %. In conditiile n care se mareste cantitatea de
extract de drojdie (3 g L'l), se observa ca gradul de eliminare a carbamazepinei ajunge la 30 %. Acest
lucru sugereaza ca marirea cantitatii de azot Tn mediul de cultivare conduce la cresterea eficientei de
eliminare a carbamazepinei.

Efectele interactiunii corelate dintre concentratia de inocul si pH sunt redate n figura 5.19. Din optimizare
rezulta ca ntre concentrafia de inocul si pH-ul mediului exista o corelatie negativa, Tn raport cu viteza de
eliminare a compusului {intd. Pentru cresterea vitezei de eliminare a carbamazepinei, concentratia de
inocul si pH-ul mediului au fost pastrate la valori minime gi anume 7 % si respectiv 6,0.

Carbamazepina (%)

D: Concentratie de> 5.00
inocul (%) 4.00 " 5.00

G:pH

a) b)

Figura 5.19 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
pH-ului (G) si a concentratiei de inocul (D) asupra randamentului de biotransformare a
carbamazepinei cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89

Analizand evolutia raspunsului in functie de concentratia de extract de drojdie si concentratia de inocul
(figura 5.20) se observa ca eliminarea carbamazepinei este Tn procent de 18 % n urmatoarele conditii:
glucoza 6,50 g L™, sursa de azot 2 g L™" si 7 % concentratie de inocul. Mentinerea valori constante a
concentratiei de inocul si marirea cantitatii de azot la 3 g L™, conduc la un randament superior de
eliminare a carbamazepinei (25 %).
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Figura 5.20 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
concentratiei de extract de drojdie (B) si a concentratiei de inocul (D) asupra randamentului
de biotransformare a carbamazepinei cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89

Rezultatele studiului de modelare statistica al procesului de biodegradare a CBZ cu tulpina selectionata
Streptomyces MIUG 4.89 au permis identificarea valorilor optime a celor cinci componente cu influenta
esentiala asupra randamentului de eliminare a carbamazepinei si anume: 2 g L™ extract de drojdie, 6,5 g
L™ concentratie de glucoza, 7 % concentratie de inocul si 250 mL volum de mediu (raport volum mediu:
volum vas de cultivare de 1:2), pH=6,0.

Validarea modelului

Modelul a fost validat, prin repetarea experimentelor in conditii optime : 2 g L™ extract de drojdie, 6,5 g L™
concentrafie de glucoza, 7 % concentratie de inocul, 250 mL volum de mediu si pH 6.0, obtindnd un
randament de biotransformare a carbamazepinei de 30 %.

5.4 Concluzii par tiale

1. S-atestat rezistenta fata de toxicitatea indusa de carbamazepina pentru 19 tulpini de Streptomyces
spp. activ producatoare de fenoloxidaze. S-a remarcat faptul ca la concentratji scazute de CBZ in
mediu, de 0,05 mg L" si 0,2 mg L", nu este influentatd functionalitatea metabolicd a
streptomicetelor, inhibarea acestora producandu-se la concentratii mai mari de 1 mg L™

2. S-a demonstrat prin selectie calitativa si cantitativa capacitatea unor tulpini de Streptomyces spp.
de a transforma carbamazepina in concentratie de 0,2 mg L™, prin cultivare in conditii submerse
aerobe, Tn mediu minimal suplimentat cu 5 g L™ glucoza.

3. Tulpinile codificate MIUG 4.89, MIUG 4.88, Lp;, Lp, si SNA au demonstrat performante superioare
in biodegradarea carbamazepinei, in faza stationara de crestere 1n sistem submers discontinuu, cu
aerare, corelat si cu producerea de lacaza extracelulara.

4. S-a studiat efectul unor factori (variabile independente) cu influenta in procesele de biodegradare a
carbamazepinei (concentratia de compus toxic, varsta inoculului, viteza de agitare, temperatura,
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pH-ul, concentratia surselor de carbon si azot, concentratia de inocul, volumul de mediu si timpul
de cultivare) cu tulpina selectionata Streptomyces MIUG 4.89, prin cultivare in conditii de laborator,
n sistem submers, cu aerare si agitare.

5. Prin modelare matematicad s-a demonstrat ca concentratia de glucoza si a sursei de azot,
concentratia de inocul, pH-ul si volumul de mediu, sunt factori semnificativi Tn biotransformarea
carbamazepinei.

6. Tn conditiile biotehnologice testate, randamente sporite de biotransformare a carbamazepinei (la o
concentratie initiala in mediu de 0,2 mg L™") se obtin cu tulpina selectionatd Streptomyces MIUG
4.89, prin cultivare in mediul minimal suplimentat cu 2 g L™ extract de drojdie, pH 6,0, 7 %
concentratie de inocul, 6,50 g L™ glucoza si 250 mL mediu de cultura.

7. Prin cultivarea tulpinii selectionate Streptomyces MIUG 4.89 pe mediul optimizat ce contine 2 g L*
extract de drojdie, pH 6, 7 % concentratie de inocul si 6,50 g L™ concentratie de glucoza, asigura
obtinerea unui randament de biotransformare a carbamazepinei de 30 %.

6. Utilizarea culturilor selec tionate de streptomicete pentru biodegradarea
acidului clofibric

6.1 Introducere

Avand in vedere omniprezenta si persistenta acidului clofibric, in special in mediile acvatice, in prezentul
studiu s-a urmarit, testarea rezistentei tulpinilor de streptomicete selectionate la acid clofibric,
determinarea concentratiei de compus farmaceutic care sa nu afecteze functionalitatea streptomicetelor,
identificarea si selectarea factorilor semnificativi in procesul de biotransformare a acidului clofibric precum
si optimizare conditiilor biotehnologice Tn scopul cresterii eficientei si a vitezei de biotransformare a
compusului farmaceutic tintd, in conditii similare, asemanatoare cu cele din statiile de epurare a apelor
reziduale.

6.2.1 Materiale si metode de investigare, analiz & si interpretare a datelor experimentale
= Microorganisme

Au fost studiate 19 de tulpini de Streptomyces spp. activ producatoare de fenoloxidaze.

Metodele utilizate in cadrul acestui capitol sunt:
= Selectia pe criterii calitative a tulpinilor Streptomyces spp., pe baza rezistentei la toxicitatea
acidului clofibric
= Testarea capacitatii tulpinilor selectionate de biotransformare a acidului clofibric
= Cuantificarea prin cromatografie HPLC a biotransformarii acidului clofibric si a compusilor de
biotransformare

6.2.3 Metode de analiz a statistic a i interpretare a datelor experimentale

= Modelul experimental Plackett-Burman s-a realizat Tn conformitate cu protocolul de lucru
descris in subcapitolul 5.2.3.

= Metoda analizei suprafe tei de raspuns pentru optimizarea conditiilor biotehnologice de
bioconversie a acidului clofibric.

Intervalele maxime si minime ale variabilelor investigate in planul experimental in forma actuala si in
forma codificata sunt prezentate in tabelul 6.1.
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Tabelul 6.1 Nivelurile si intervalele de variafie ale variabilelor independente utilizand CCD pentru
procesul de biodegradare a acidului clofibric cu streptomicete selectionate

Variabila independent a Cod Nivelul codificat al variabilei

-a -1 0 +1 +a
= Concentratia glucoza, g L™ c 0,1 3 6,50 10 13
= Concentratia inocul, % D 2 4 7 10 13
= Temperatura, T H 20 25 30 35 40
= Timpul de cultivare,zile J 5 7 10,50 14 20

6.3 Rezultate si discu tii

6.3.1 Testarea toxicit atji acidului clofibric asupra culturilor de streptom icete

Dintre cele nouasprezece tulpini de Streptomyces spp. testate, numai cinci tulpini si anume cele
codificate MUG 4.88, MIUG 4.89, SNA, Lp; si Lp,, au indicat o toleranta ridicata la toxicitatea acidului
clofibric, la majoritatea concentratiilor (0,05-8 mg L™ (figura 6.2).

Din figura 6.2, se observa ca tulpinile codificate S, Sc si RD sunt afectate prin efect microbicid prin
cultivare pe mediul Gauze agar suplimentat cu 8 mg L™ acid clofibric, iar pentru tulpinile codificate S5, SB
si SD efectul toxic este evident la concentratii de acid clofibric mai mari de 1mglL™

Prin urmare tulpinile codificate MIUG 4.88, MIUG 4.89, Lp,, Lp, si SNA reprezinta potentiali agenti pentru
biodegradarea acidului clofibric.

10 W5l
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Figura 6.2 Dezvoltarea coloniala a tulpinilor de Streptomyces spp. Tn medii cu acid clofibric
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6.3.2 Testarea capacit atii tulpinilor de streptomicete selec  tionate de bioconversie a acidului
clofibric

Evaluarea cre sgterii streptomicetelor in prezen ta acidului clofibric, in condi tii aerobe,
submerse de cultivare

Dupa cum reiese din figura 6.3, tulpinile Streptomyces MIUG 4.89, Streptomyces 4.88 si Streptomyces
Lp; prezintd un bun potential de a creste, in conditii aerobe, Tn mediul de cultura lichid cu compozitie
minimala, care contine acid clofibric ca sursd unica de carbon, dinamica de acumulare a biomasei
prezentand o evolutie asccendenta in primele 72 de ore de cultivare, dupa care intra Tn stare stationara.

Deorece tulpinile selectionate cresc foarte greu Tn mediul de cultura cu acid clofibric ca sursa unica de
carbon a fost evaluat si in acest caz efectul adaugarii glucozei in testele de biodegradare, urmarindu-se
daca adaugarea de glucoza poate Tmbunatafii cresterea randamentului de biomasa si eliminarea
compusului tinta. Si in acest caz mediul lichid minimal a fost suplimentat cu 0,5 g L™ glucoza si respectiv
5 g L™ glucoza, in calitate de sursa preferata de carbon si energie.

—=— MIUG 4.89

—e— MIUG 4.88

——SNA

—¥—Lp2
——Lp

04-

0,31

0,21

0,11

Biomasa uscata (mg mL™)

00 — T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Durata de cultivare (ore)

Figura 6.3 Dinamica de acumulare a biomasei la cultivarea streptomicetelor selectionate, in conditii
submerse, cu aerare, in mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg L™ acid clofibric (temperatura
de 25<C, 150 rpm)

Pe baza acestor rezultate, tulpinile Streptomyces MIUG 4.89 si Streptomyces MIUG 4.88 au fost
considerate potentiali agenti pentru utilizare in procesele de biodegradare a acidului clofibric si au fost
selectate pentru investigatii viitoare.

Efectul concentra tiei ini tiale de acid clofibric asupra cre  sterii tulpinilor selec tionate

Pe baza unor studii anterioare, derulate Tn cazul carbamazepinei, au fost luate Tn considerare doua criterii
pentru selectarea celei mai eficiente tulpini: concentratia de acid clofibric reziduald in mediu la sfarsitul
cultivarii si randamentul de substantd uscata. In figura 6.10, sunt prezentate rezultatele obtinute, dupa 10
zile de cultivare, la temperatura de 25 si 150 rpm.Astfel, randamentul de degradare a acidului clofibric
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a fost mai semnificativ la o concentratie initiala de 0,2 mg L™ fiind eliminat Tn procent de 10 %, in timp ce
o biodegradare neglijabilad a fost observatd pentru concentratii mai mari de 1 mg L™ acid clofibric. Prin
urmare, ca si in cazul carbamazepinei aceste rezultate sugereaza in mod clar ca concentratia initiala de
poluant de 0,2 mg L™ a fost cea mai favorabila pentru eficenta procesului de biodegradare.

100 - I I I L wMIUG4.89
I MIUG 4.88
80 -
60 -
40 -
20 -
0
0,2 0,5 1 5 8

Concentratie acid clofibric (mg L)

Acid clofibric %

Figura 6.10 Capacitatea tulpinilor selectionate de streptomicete de biodegradare a acidului clofibric,
in sistem submers de cultivare, cu aerare, pe mediul minimal suplimentat cu diferite

concentratii de compus tinta si 5 g L* glucoza (dupa 10 zile de cultivare, la temperatura
de 25C si 150 rpm)
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mMIUG 4.89

MIUG 4.88
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Figura 6.11 Dinamica de acumulare a biomasei tulpinilor Streptomyces MIUG 4.88 si Streptomyces
MIUG 4.89 cultivate n sistem submers, cu aerare, pe mediul minimal suplimentat cu

diferite concentratii de acid clofibric si 5 g L™ glucoza (dupa 10 zile de cultivare, la
temperatura de 25°C si 150 rpm)
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De asemenea, degradarea acidului clofibric a fost corelatd in mod evident si de inmultirea celulelor,
deoarece o scadere importanta a concentratiei biomasei a fost observata la concentratii mai mari de 0,5
mg L™ acid clofibric (figura 6.11). Cu toate acestea, cele mai mari valori ale randamentului de biomasa
(de 0,6 si 0,7 g L™ biomas3 uscatd) au fost obtinute, dupa 10 zile de la cultivare, numai cu tulpina
Streptomyces MIUG 4.89, aceasta fiind consideratd cea mai performantd tulpind si pentru
biodegradarea acidului clofibric si pe aceste considerente a fost utilizatad in studiile ulterioare.

6.3.3 Optimizarea condi tiilor de biodegradare a acidului clofibric utilizan d tulpini selec tionate de
streptomicete

6.3.3.1 Identificarea si selec tia factorilor semnificativi cu influen  ta asupra capacit atji
streptomicetelor de biotransformare a acidului clof ibric folosind modelul Plackett-Burman

Analiza coeficientilor de regresie a celor 10 factori a indicat ca concentrafia de glucoza, concentratia de
inocul, temperatura si timpul de cultivare sunt parametrii semnificativi cu influenta pozitiva asupra
procesului de biodegradare a acidului clofibric si au fost inclusi Tn experimentele de optimizare.
Concentratia de compus xenobiotic, concentratia de extract de drojdie, agitarea, varsta inoculului,
volumul de mediu si pH-ul sunt parametrii nesemnificativi in procesului de biodegradare a acidului
clofibric (figura 6.12).
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Figura 6.12 Efectul variabilelor independente asupra gradului de biotransformare a acidului clofibric de
catre tulpina selectionata Streptomyces MIUG 4.89

Variabilele selectate au fost verificate prin intermediul testului t-student (din analiza variatiei ANOVA), iar
cele cu valoarea lui p< 0,1 si 95 % nivel de incredere au fost acceptate ca factori semnificativi in procesul

de biodegradare.

6.3.3.2 Modelarea matematic a a condi tiilor biotehnologice de biotransformare a acidului clofibric
(analiza suprafe tei de raspuns)
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In figura 6.13, se observa c& prin cresterea simultand a temperaturii i a concentratiei de glucoza se
induce o crestere a eficientei de biotransformare a acidului clofibric de catre tulpina selectionata
Streptomyces MIUG 4.89, de péana la 33 %.

Analizand evolutia nivelului raspunsului, se observa ca marirea concentratiei de inocul si a temperaturii
conduc la scaderea vitezei de eliminarea a compusului {inta. Prin urmare, menfinerea concentratiei de

inocul la 7 % si a temperaturii la valoarea de 30°C, se obtine un randament de biotransformare de 30 %
(figura 6.14).
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Figura 6.13 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale

concentratiei de glucoza (C) si a temperaturi (H) asupra randamentului de biotransformare a
acidului clofibric cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89

Generalizand evolutja nivelului raspunsului in functie de concentratia de inocul si concentratia de glucoza
se poate observa ci gradul de biotransformare a acidului clofibric este de 30 % in conditiile: 6,50 g L™
glucoza si 7 % concentratie de inocul (figura 6.15). In conditiile Tn care cantitatea de glucoza se reduce la
3 gL™ se constats ca viteza de eliminare a acidului clofibric se imbunatateste cu 6 %.

in figurile 6.17 si figura 6.18, se observa efectele interactiunii corelate dintre durata de cultivare si
temperatura respectiv durata de cultivare si concentratia de glucoza, asupra gradului de biotransformare
a acidului clofibric. Tn conditiile mentinerii concentratiei de glucoza la 6,5 g L a temperaturii la valoarea
de 30°C, dupa 11 zile de cultivare se obtine un randament de biotransformare a acidului clofibric de 35 %.

Prelungind timpul de cultivare pana la 14 zile si pastrand valorile constante ale temperaturii si ale
concentratiei de glucoza se remarca ca viteza de eliminare a acidului clofibric creste pana la 50 %.
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Figura 6.14 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
concentratiei de inocul (D) si a temperaturii (H) asupra randamentului de biotransformare a
acidului clofibric cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89
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Figura 6.15 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
concentratiei de inocul (D) si a concentratiei de glucoza (C) asupra randamentului de
biotransformare a acidului clofibric cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89
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Figura 6.17 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
timpului de cultivare (J) si a temperaturii (H) asupra randamentului de biotransformare a
acidului clofibric cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89
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Figura 6.18 Graficul de contur (a) si suprafata de raspuns (b) ce descriu efectele cantitative, corelate ale
timpului de cultivare (J) si a concentratiei de glucoza (C) asupra randamentului de
biotransformare a acidului clofibric cu tulpina Streptomyces MIUG 4.89
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Rezultatele studiului de modelare statistica ale proceselor de biodegradare cu tulpina selectionata
Streptomyces MIUG 4.89 au permis identificarea valorilor optime ale celor patru parametri biotehnologici
cu influenta esentiala asupra randamentului de eliminare a acidului clofibric si anume: 6,50 g Lt glucoza,
7 % concentratie de inocul, la temperatura de 30 °C si dupa 11 zile de termostatare.

Validarea modelului

Modelul a fost validat prin repetarea experimentelor in conditii optime: 6,50 ¢ L* glucoza, 7 %
concentratie de inocul, 30 °c temperatura si 11 zile de termostatare, obfindnd un randament de
biotransformare a acidului clofibric de 35 %.

6.4 Concluzii par tiale

1. In urma analizei potentialului a 19 tulpini de streptomicete selectionate privind rezistenta la
toxicitatea acidului clofibric, s-a remarcat faptul ca la concentratii scazute (0,05 mg L* Si
0,2 mg L™), tulpinile studiate sunt rezistente in timp ce la concentratii de 1 mg L™, 5 mg L™ si 8 mg
L™ acidul clofibric are efect bacteriostatic sau chiar bactericid.

2. Pentru estimarea comportamentului biotehnologic in prezentd de 0,2 mg L™ acid clofibric s-a
studiat dinamica de multiplicare in sistem submers, in conditii aerobe, pentru 5 tulpini selectionate
de Streptomyces MIUG 4.89 , MIUG 4.88, Lpi, Lp, si SNA si s-a evaluat randamentul de biomasa
uscata.

3. Prin cultivare in sistem submers in conditii aerobe, pe mediul minimal cu 0,2 mg L™ acid clofibric,
suplimentat cu 5 g L* glucoza, s-a observat ca dupa 10 zile de la cultivare, acidul clofibric a fost
eliminat in procent de 10 %.

4. S-a studiat efectul unor factori (variabile independente) cu influentd in procesul de biodegradare a
acidului clofibric,concentratia de compus toxic, varsta inoculului, viteza de agitare, temperatura,
pH-ul, concentratia surselor de carbon si azot, concentratia de inocul, volumul de mediu si timpul
de cultivare, cu tulpina selectionata Streptomyces MIUG 4.89.

5. S-a demonstrat ca sursa de carbon, concentratia de inocul, temperatura si timpul de cultivare
influenteaza semnificativ gradul de biotransformare a acidului clofibric.

6. Aplicarea modelului compozitiei centrale si a metodei analizei suprafetei de réspuns a condus la
optimizarea conditiilor de biodegradare. In conditii optime de procesare, gradul de biotransformare
a acidului clofibric este de 35 %, la cultivarea in sistem submers, cu aerare, in prezenta de 6,50 g
L? glucoza, 7% concentratie de inocul, temperatura de 30 °c, dupa 11 zile de cultivare.

7. Conditii de biodegradare a compu silor farmaceutici recalcitran  ti in culturi multiple,
streptomicete-n amol activ

7.1 Introducere

Studiile realizate Tn aceastd etapa a tezei de doctorat au vizat certificarea capacitatii streptomicetelor
selectionate de biodegradare a carbamazepinei si acidului clofibric si adaptabilitatea acestora in culturi
multiple, cu namol activ. Totodata s-a urmarit si posibilitatea de biostimulare a activitatii
microorganismelor din consortiu prin optimizarea functionalitatii lor in procesul de biodegradare a
compusilor farmaceutici, Tn sisteme model.

30



Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptomi  cete selec fionate in procese de bioconversie a compu  silor
xenobiotici

7.2 Materiale si metode

= Culturi de microoganisme
Biomasa de streptomicete apartinind tulpinii selectionate Streptomyces MIUG 4.89
Namol activ de la statia municipalad de epurare a apelor reziduale Galati.
Namolul activ colectat din bazinul de aerare a statiei de epurare a apelor uzate din zona
Beaurade, Rennes (Franta).

O O O

7.2.2 Metodele utilizate Th acest capitol au fost :
= Testarea capacitatii biomasei streptomicetelor de biosorbtie a compusilor xenobiotici
= Testul abiotic pentru a stabili fotosensibilitatea chimica a compusilor farmaceutici
= Testul de biosorptie cu biomasa activa
= Inactivarea termica a biomasei
= Inactivarea chimica a biomasei
= Biodegradarea compusilor farmaceutici cu namol activ
= Teste de biostimulare a biodegradarii compusilor farmaceutici

7.3 Rezultate si discu {tii

7.3.1 Evaluarea capacit atii biomasei de streptomicete de biosorb  tie a compu silor farmaceutici
recalcitran i

Evaluarea stabilit afii fa ta de fotodegradare a carbamazepinei  gi a acidului clofibric

In urma studiului s-a remarcat faptul c atat carbamazepina cat si acidul clofibric nu se fotodegradeaza,
ramanéand pana la sfarsitul perioadei de cultivare la concentratia initialéd de 0,2 mg L™, Rezultate similare
au obtinut si Andreozzi et al. (2003) iar Doll si Frimmel (2003), care au remarcat o usoara fotodegradare
a carbamazepinei cand se afla in concentratie ridicatd n apele reziduale.

Capacitatea biomasei active de streptomicete  si ndmol activ de biosorb fie a carbamazepinei si a
acidului clofibric

Acest experiment s-a realizat timp de patru ore, timp in care s-au prelevat din mediul de reactie
probe (10-12 probe) si s-a urmarit gradul de biosorptie a compusilor farmaceutici tinta, de catre biomasa
activa a tulpinii Streptomyces MIUG 4.89 si de catre namolul activ. In urma studiului nu s-a observat o
scadere de concentratie in carbamazepina respectiv acid clofibric Tn mediu de reactie.

Capacitatea biomasei inactivate de streptomicete si ndamol activ de biosorb fie a carbamazepinei si
a acidului clofibric

S-au realizat experimente de biosorbtie pe principii similare, cu diferenta ca biomasa a fost inactivata
termic sau chimic.

Timp de o ora s-au analizat cate 6 probe (o proba la fiecare 10 minute), apoi timp de 7 ore sau luat la
analizat la fiecare 60 de minute, dupa care s-a prelevat cate o proba in fiecare zi, timp de 5 zile. Studiile
au demonstrat ca atat carbamazepina céat si acidul clofibric nu se absorb Tn biomasa inactivata termic sau
chimic.

7.3.2 Biodegradarea compu silor farmaceutici (carbamazepin a, acid clofibric) cu n  amol activ

Tn acest studiu s-a urmarit capacitatea namolului activ provenit de la cele doua statii de epurare de a
elimina compusi farmaceutici studiati, in concentratie de 0,2 mg L™, prin cultivare in sistem submers. in
cazul namolului activ de la statia de epurare Galati, se observa ca la sfarsitul perioadei de cultivare,
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carbamazepina a fost eliminata in procent de 6 %, indiferent de concentratia de biomasa folosita (figura
7.2) iar acidul clofibric a fost eliminat Tn procent de 20 % in conditjile in care concentratia de biomasa

uscata a fost de 20 % (figura 7.3).

Din figurile 7.4 si 7.5 se observa ca dupa 5 zile de la cultivare, compusi tintd au inceput sa fie eliminati din
mediul de cultura. La sfarsitul perioadei de cultivare (dupa 240 de ore), carbamazepina a fost
biotransformatéd in procent de 10 % indiferent de concentratia de biomasa folosita n timpul
experimentelor, iar acidul clofibric a fost eliminat in procent de 60 %, in conditile in care concentratia
initiald de biomasa uscata inoculata in mediu a fost de 24 %.

Kosjel et al., 2009 au obtinut un procent de eliminare a carbamazepinei de numai 16 % atat in conditii
aerobe cat si anaerobe, iar Zorita et al., 2009, au raportat o indepéartare de 55 % a acidului clofibric,

folosind drept cultura starter namolul activ.
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Figura 7.2 Dinamica de biotransformare a
carbamazepinei cu diferite concentratii de namol activ
de la statia de epurare Galati, prin cultivare submersa
(agitator orbital la temperatura de 25°C si 150 rpm), in
mediu minimal suplimentat cu 0,2 mg L*
carbamazepina
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Figura 7.4 Dinamica de biotransformare a
carbamazepinei cu diferite concentratii de namol
activ de la statia de epurare Rennes, prin cultivare
submersa (agitator orbital la temperatura de 25°C si
150 rpm), Tn mediu minimal suplimentat cu 0,2 mg
L™ carbamazepina
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Figura 7.3 Dinamica de biotransformare a acidului Figura 7.5 Dinamica de biotransformare a acidului
clofibric cu diferite concentratii de namol activ de la clofibric cu diferite concentratii de namol activ de la statia
statia de epurare Galati, prin cultivare submersa de epurare Rennes, prin cultivare submersa (agitator
(agitator orbital la temperatura de 25°C si 150 rpm), in orbital la temperatura de 25°C si 150 rpm), Tn mediu
mediu minimal suplimentat cu 0,2 mg L™ acid clofibric minimal suplimentat cu 0,2 mg L™ acid clofibric

7.3.3 Evaluarea capacit atii de biodegradare a carbamazepinei  si a acidului clofibric Tn culturi
multiple Streptomyces MIUG 4.89 si namol activ

Testul 1

in acest studiu inoculul format din namol activ si tulpina selectionata de Streptomyces MIUG 4.89 au fost
inoculate simultan la Tnceputul cultivarii, si s-a variat dimensiunea inoculului prin variatia raportul biomasa

umeda Streptomyces MIUG 4.89: namol activ la valori de 1:1 si 1:2 (in functie de substanta uscata a
biomasei).

Dupa cum se poate observa in figura 7.16 carbamazepina a fost eliminatd din mediu de cultura in procent
de 20 % in conditiile Tn care raportul de substantd uscatd Streptomyces MIUG 4.89: ndmol activ de la
statia de epurare Galati a fost de 1:1. Tn conditiile Tn care ndmolul activ de la stafia de epurare Rennes si

tulpina selectionata au fost cultivate Tn mediul de cultura in raport de 1:1, carbamazepina a fost eliminata
in procent de 50 % (figura 7.17).

33



Utilizarea fenoloxidazelor sintetizate de streptomi

cete selec fionate in procese de bioconversie a compu  silor

xenobiotici
100 -+
6 10
20
80 - 33
X
g
‘s 60 -
(V]
S 94
90
g 40 - 80
< 67
©
(O]
20 -
0

MIUG 4.89 (20 % Namol activ (20%
substanta uscata) substanta uscata)

1:2 (37%:20%

Cultura multipla Cultura multipla
1:1 (20%:20%

substanta uscata) substanta uscata)

Inocul

Figura 7.16 Capacitatea de biodegradare a carbamazepinei in culturi multiple Streptomyces MIUG 4.89:
namol activ de la statia de epurare Galati, prin variatia raportulm ntre culturi; cultivare n
sistem submers pe mediul minimal supllmentat cu 0, 2 mg L™ carbamazepina, dupa 10 zile
de cultivare, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substantd eliminata,
m procentul de substantd nedegradata)
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Figura 7.17 Capacitatea de biodegradare a carbamazepinei in culturi multiple Streptomyces MIUG 4.89:
namol activ de la statia de epurare Rennes, prin variatia raportulw intre culturi; cultivare n
sistem submers pe mediul minimal supllmentat cu 0,2 mg L* carbamazepina, dupa 10 zile

de cultivare,

m procentul de substantd nedegradata)

la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substanta eliminata,

Gradul de biotransformare a acidul clofibric a fost de 30 % cénd raportul biomasa uscata Streptomyces
MIUG 4.89: namol activ de la stafia de epurare Galati a fost de 1:1 (figura 7.18) si respectiv 53 % cand
raportul biomasa uscata Streptomyces MIUG 4.89 : namol activ de la statia de epurare Rennes a fost de

asemenea de 1 :1 (figura 7.19).
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Figura 7.18 Capacitatea de biodegradare a acidului clofibric Tn culturi multiple Streptomyces MIUG 4.89:
namol activ de la statia de epurare Galati, prin variatia raportulw intre culturi; cultivare in
sistem submers pe mediul m|n|mal suphmentat cu 0,2 mg L™ acid clofibric, dupa 10 zile de
cultivare, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substanta eliminata, = procentul

de substantd nedegradata)
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Figura 7.19 Capacitatea de biodegradare a acidului clofibric Tn culturi multiple Streptomyces MIUG 4.89:
namol activ de la statia de epurare Rennes, prin variatia raportulw intre culturi; cultivare n
sistem submers pe mediul minimal supllmentat cu 0,2 mg L™ acid clofibric, dupa 10 zile de

cultivare, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substantd eliminata,
m procentul de substanta nedegradata)
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Testul 2

In acest studiu s-a urmarit, efectul adaugarii decalate a culturilor starter asupra eficientei biodegradarii
carbamazepinei si acidului clofibric. Astfel, cultura starter Streptomyces MIUG 4.89 a fost inoculatad dupa
cinci zile de la startul procesului cu namol activ si totodata s-a variat si raportul intre cele doua culturi.
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Figura 7.22 Capacitatea culturilor starter multiple de a degrada carbamazepina, prin inocularea decalata
la interval de 5 zile; cultivare in sistem submers pe mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg L™

compus tintd, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substanta eliminata,
m procentul de substantd nedegradata)
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Figura 7.23 Capacitatea culturilor starter multiple de a degrada carbamazepina, prin inocularea decalata
la interval de 5 zile; cultivare in sistem submers pe mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg L*

compus tinta, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substantd eliminata,
m procentul de substanta nedegradata)
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Figura 7.24 Capacitatea culturilor starter multiple de a degrada acidul clofibric, prin inocularea decalata la
interval de 5 zile; cultivare in sistem submers pe mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg L™

compus tintd, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substantd eliminata,
m procentul de substanta nedegradata)
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Figura 7.25 Capacitatea culturilor starter multiple de a degrada acidul clofibric, prin inocularea decalata la
interval de 5 zile; cultivare n sistem submers pe mediul minimal suplimentat cu 0,2 mg Lt

compus tintd, la temperatura de 25°C si 150 rpm (o procentul de substanta eliminata,
m procentul de substanta nedegradata)

Dupa cum se poate observa in figura 7.22, carbamazepina a fost eliminatd din mediul de cultura n
procent de 15 % in conditiile Tn care raportul biomasa umeda Streptomyces MIUG 4.89: namol activ de la
statia de epurare Galafi a fost de 1:1 si respectiv 41 % Tn cazul raportului biomasa uscata Streptomyces
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MIUG 4.89 : namol activ de la statia de epurare Rennes (figura 7.23), iar acidul clofibric a fost indepartat
din mediul de reactie in procent de 35 % (figura 7.24) respectiv 58,5 % (figura 7.25), cand raportul
biomasa umeda Streptomyces MIUG 4.89: namol activ a fost de asemenea 1:1.

7.4 Concluzii par tiale

1. S-a studiat capacitatea biomasei de streptomicete si namol activ, in stare activa si inactivate termic
si chimic, de biosorbtie a carbamazepinei si a acidului clofibric si s-a demonstrat ca in suspensie,
in conditii aerobe de mentinere, biomasa nu leaga cei doi compusi, solubilizati in mediu lichid Tn
concentratie de 0, 2 mg L™.

2. S-a demonstrat capacitatea namolului activ de la statia de epurare din Galati de biodegradare a
carbamazepinei si acidului clofibric, Tn concentratii de 0, 2 g L™, in conditii aerobe, submerse cu
agitare si aerare, cand mediul a fost suplimentat cu 5 g L™ glucoza, obtindndu-se dupa 10 zile,
randamente de biodegradare de 6 %, in cazul carbamazepinei si respectiv de 20 %, in cazul
acidului clofibric.

3. De asemenea, s-a demonstratat capacitatea namolului activ de la statia de epurare din Rennes de
biotransformare a carbamazepinei si acidului clofibric, in concentratii de 0,2 g L™, in aceleasi
conditii experimentale, obtindndu-se dupa 10 zile, randamente de biodegradare de 10 %, in cazul
carbamazepinei si respectiv de 60 %, in cazul acidului clofibric.

4. Eficienta biotransformarii carbamazepinei si a acidului clofibric creste cand se utilizeaza culturi
multiple streptomicete: namol activ, in raport de 1:1.

5. Gradul de biotransformare a carbamazepinei este avansat la 20 % si respectiv 50 %, in conditiile
in care namolul activ si tulpina Streptomyces MIUG 4.89 sunt inoculate simultan Tn raport de
biomasa uscata Streptomyces MIUG 4.89: namol activ de 1:1, dupa o perioada de cultivare
submersa, cu agitare si aerare, timp de 10 zile.

6. Randamente superioare de biotransformare a acidului clofibric de 30 % si respectiv 58,5 %, s-au
obtinut cu culturi multiple Streptomyces MIUG 4.89: namol activ, Tn conditile in care tulpina
selectionata Streptomyces MIUG 4.89 a fost inoculaté decalat, in concentratie de 20 % substanta
uscata, dupa cinci zile de la startul procesului cu namol activ in concentratie similara.
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8. Concluzii generale

Studiile realizate Tn acord cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat au vizat analiza potentialului
bacteriilor din genul Streptomyces de a biosintetiza fenoloxidaze, cu aplicatii industriale si n
bioremediere. Pe baza concluziilor partiale prezentate la finalul fiecarui capitol din cadrul studiului
experimental, este reliefata sumativ o serie de concluzii generale, dupa cum urmeaza:

= S-au studiat 40 de tulpini de Streptomyces spp., dintre care 30 de tulpini de streptomicete nou
izolate din probe de sol si vegetatie din judetul Galati si 10 tulpini de streptomicete apartinand
Colectiei de microorganisme MIUG afiliata Platformei de cercetare si formare "Bioaliment”, din cadrul
Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati.

Un numar de 19 tulpini selectionate, ca activi producatori de tirozinaza si lacaza au fost testate
privind rezistenta la compusi farmaceutici recalcitranti (carbamazepina si acid clofibric). S-a remarcat
faptul c3, la concentratii de 0,05 mg L™ si 0,2 mg L™ de carbamazepin& si acid clofibric), tulpinile sunt
active, in timp ce la concentratii ridicate (1 mg L™, 5 mg L™ si 8 mg L™) tulpinile prezinta o crestere
lenta sau sunt inactivate.

Tulpina Streptomyces MIUG 4.89 s-a remarcat print-un potential superior de a biotransforma
carbamazepina si acidul clofibric, in concentratii de 0,2 mg L™, in conditii submerse de cultivare, cu
agitare si aerare, obtindndu-se dupd 10 zile, randamente de biodegradare de 30 %, in cazul
carbamazepinei si respectiv 34 %, Tn cazul acidului clofibric.

Utilizand modelul Placket-Burman, modelul compozitiei centrale (CCD) si metoda analizei suprafetei
de raspuns, s-a studiat efectul unor factori biotehnologici semnificativi asupra gradului de
biotransformare a compusilor xenobiotici si s-au optimizat parametrii procesului de biodegradare Tn
scopul cresterii vitezei de transformare a compusilor farmaceutici tintd, cu ajutorul tulpinii
selectionate Streptomyces MIUG 4.89.

Studiile de optimizare demonstreaza posibilitatea coordonarii mecanismului de biodegradare n
sensul intensificarii vitezei de transformare a compusilor xenobiotici {inta prin modificarea compozitiei
mediului fermentativ si a duratei de cultivare. Acest aspect are importantd practica deosebita n
procesele de bioremediere.

S-a demonstrat capacitatea namolului activ de la statia de epurare din Galati si a namolului activ de
la statia de epurare din Rennes de biodegradare a carbamazepinei si acidului clofibric, in
concentratiide 0, 2 g L™ in conditii aerobe, obtindndu-se dupa 10 zile, randamente de biodegradare
de 6 %, in cazul carbamazepinei si respectiv de 20 %, Tn cazul acidului clofibric.

De asemenea, s-a demonstratat capacitatea biomasei de streptomicete si a ndmolului activ de la
staia de epurare din Galati respectiv Rennes de a functiona in culturi multiple si a produce
biotransformarea carbamazepinei si acidului clofibric, in concentratii de 0,2 g L™, in conditii aerobe,
submerse cu agitare si aerare, obtindndu-se dupa 10 zile, randamente superioare de
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biotransformare a celor doi compusi, ceea ce explica adaptabilitatea streptomicetelor in consortii
complexe de microorganisme si imbunatatirea substantiald a eficientei procesului de biodegradare.

= Studiile realizate au valoare de cercetare fundamentala si aplicativa intrucat promoveaza concepte
noi privind utilizarea microorganismelor Tn special bacterii din genul Streptomyces, prin aplicarea
unei metode simple si eficiente din punct de vedere economic, cu aplicatii Tn procesele de
bioremediere a compusilor farmaceutici toxici, carbamazepina si acidul clofibric.

9. Contribu tii la dezvoltarea cunoa sterii in domeniu si perspective

Originalitatea cercetarilor efectuate, in concordanta cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat, se
concretizeaza printr-o serie de elemente de noutate, care sporesc valoarea stiinifica a studiilor realizate.

Contributiile originale ale tezei de doctorat pot fi sintetizate dupa cum urmeaza:

—S-a demonstrat posibilitatea utilizarii streptomiceteor ca surse importante de enzime comerciale
pentru bioconversia compusilor farmaceutici xenobiotici, carbamazepina si acidul clofibric. Aceste
studii sunt o premiera pentru cercetarile in domeniul abordat de tezd si ofera numeroase
perspective viitoare pentru noi inovatii si potentiale dezvoltari si aplicatii.

- S-a studiat capacitatea tulpinii Streptomyces MIUG 4.89 apartindnd Colectiei de microorganisme
MIUG a Platformei de cercetare si formare "Bioaliment” a Facultdti de Stiinta si Ingineria
Alimentelor din cadrul Universitatii "Dundrea de Jos” din Galati de biotransformare a compusilor
farmaceutici recalcitranti in concentratii de 0,2 mg L™, prin cultivarea in conditii aerobe, submerse
Cu agitare si aerare controlate.

—-S-a demonstrat potentialul de bioepurare a compusilor farmaceutici xenobiotici, carbamazepina si
acidul clofibric, prin actiunea streptomicetelor selectionate si a namolului activ, individual sau in
culture multiple, Tn conditii de operare similare cu cele din statiile de epurare a apelor reziduale.
Aceste date au valoare de cercetare fundamentald si aplicativa Tntrucat sunt de asemenea in
premiera abordate.

Studiile privind bioremedierea apelor reziduale prin metode neconventionale ieftine sunt necesare pentru
mentinerea echilibrului Tntre viata social-economicad si ecosistemele acvatice naturale. Rezultatele
obtinute Tncurajeazé continuarea cercetérilor de biotratament in conditii eficiente, controlate, a apelor
reziduale privind optimizarea procesului industrial in scopul de a optimiza procesele din statiile de
epurare pentru o mai buna gestionare a resurselor de apa, protectia mediului Tnconjurator si cresterea
calitatii vietii.
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