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Etapa 1 — Biocatalizatori — screening general

Activitatatea 1.1. — Screeningul tulpinilor de microorganisme din colectia IBB, producatoare de
lipase, esteraze, decarboxilaze si optimizarea conditiilor de biosinteza a
enzimelor — CO

Activitatea 1.2. — Studiul interactiei microorganisme — glicerol — CO, P1

Activitatea 1.3. — Realizarea site-ului proiectului — CO

Activitatea 1.4. — Adaptarea sistemului biocatalitic la instalatia pilot — studiu teoretic — CO, P1

Activitatea 1.1. si 1.2

Proiectul BioGlyCat lanseaza ideea unei noi alternative tehnologice pentru producerea derivatilor
glicerolului de tipul GlyC, GlyD si poliglicerol la nivel industrial. In acest sens se foloseste ca materie
prima glicerolul rezidual provenit in urma procesului biodiesel. Procesul de sintezd propus Si care se va
realiza in cadrul proiectului implica transformarea biocatalitica (biocatalizator cooperativ-dual enzimatic)
a glicerolului in GlyD si poliglocerol avand ca etapa intermediara formarea GlyC. Sistemul biocatalitic
construit §i optimizat In conditii de flux continuu va fi dezvoltat la scard industriala (instalatie pilot).

In ultimii ani, o mare atentie a fost dedicata aplicarii de procese catalitice verzi pentru a converti
materiile prime bioregenerabile in chimicale folositoare, dar si combustibili ne-fosili. Glicerolul (1,2,3-
propantriol sau glicerind) este un produs chimic utilizat la scara larga. El poate fi gasit in mod natural in
forma de esteri ai acizilor grasi si de asemenea, ca intermediari importanti in metabolismul organismelor
vii. In forma pura, glicerolul este un lichid vascos, dulce la gust, incolor, inodor si complet solubil in apa.
in zilele noastre, glicerolul este produs in cantitati foarte mari, ca produs secundar, prin transesterificarea
acizilor grasi in biodiesel, folosind ca materie prima biomasa. Pentru a ilustra aceast fapt, trebuie sa
amintim ca piata glicerolului la nivel mondial a fost de 22 bilione tones in 2012, 800000 de tone n 2005,
cu 400000 de tone din biodiesel, in comparatie cu numai 60000 de tone in 2001 (Zhou si colab., 2008).

Folosirea glicerolului pentru sinteze de produse chimice este de mare importanta industriala, nu
numai pentru ca glicerol este disponibil in cantitati mari in urma procesului de biodiesel, dar si pentru ca
glicerolul este un compus netoxic, comestibil, biodurabil, biodegradabil, proprietati ce au condus la
conceptul general de glicerol - molecula platform.

Atentia noastra a fost indreptata preponderent asupra glicerol carbonatului si glicidolului
deoarece ambii sunt produsi de interes pentru procesul biocatalitic propus de proiectul BioGlyCat.
Obtinerea de glicerol carbonat ieftin ar putea servi ca o sursa de noi materiale precum glicidolul, o
componentd de mare valoare utilizatd in industria farmaceuticd, ca intermediar chimic in sinteza de
glicidil eteri, esteri, amine si ca 0 componentd de mare valoare in productia de rasini glicidil carbamat si
poliuretani. Glicidolul este produs comercial prin epoxidarea de alcool alilic folosind un catalizator bazic

de wolfram. Dezavantajul acestui procedeu este numarul de etape implicate dar si descompunerea



catalizatorului. Existad cateva brevete pentru sinteza de glicidol din glicerol carbonat folosind drept
catalizator zeoliti, insd, dezavantajul acestor metode il reprezintd presiunile scazute si temperaturile
ridicate necesare pentru sintezd. De asemenea, glicidolul poate fi obtinut din glicerol si carbonati ciclici,
cum ar fi etilen carbonatul (Gade si colab., 2012), intr-un proces in doua etape. Reactia este efectuata sub
presiune redusa intr-un interval de temperatura de 140-240°C. Un alt procedeu de preparare a glicidolui
din glicerol presupune utilizarea de cloruri, bromuri, acetati, carbonati sau bicarbonati de fosfati alcalini si
alcalino-pamantosi, drept catalizatori, sub presiune redusa si o temperatura de 125-275°C.

In cadrul activitatilor 1.1. si 1.2 din etapa 1 a proiectului s-a realizat un screening al tulpinilor de
microorganisme din colectia IBB, producatoare de lipaze, esteraze, decarboxilaze, s-au realizat
protocoalele experimentale privind optimizarea conditiilor de biosinteza a enzimelor mentionate si s-a
studiat interactia dintre microorganisme si glicerol. Enzimele de interes, lipaza si decarboxilaza, au fost
obtinute in forma nepurificata urmand ca ele sa fie purificate in cadrul etapei 2 a proiectului conform
activitatilor 2.1 si 2.2 din Planul de realizare a proiectului. In forma obtinuta in etapa actuala au fost
trimise partenerului 1 pentru teste preliminare aferente acrivitatilor 2.3 si 2.4 din cadrul etapei 2 a
proiectului. Rezultatele asteptate ale etapei 1 a proiectului conform Planului de realizare aprobat au fost
astfel obtinute, toate obiectivele fiind atinse si indeplinite. Rezultatele stiintifice din cadrul experimentelor
derulate in cadrul etapei 1 a proiectului urmeaza sa fie valorificate conform activitatilor 3.7, 3.8 si 3.9 din
cadrul proiectului.

Sunt prezentate in continuare datele experimentale semnificative obtinute in cadrul activitatilor

din aceasta etapa de realizare a proiectului.
EXPERIMENTE DERULATE CU MICROORGANISME EXTREMOFILE
Screeningul tulpinilor de microorganisme arheene extrem halofile prezente in colectia I1BB

producitoare de enzime extracelulare: lipaze, esteraze si decarboxilaze

Microorganisme arheene extrem halofile — Tn cursul acestei etape au fost realizate experimente

care au vizat testarea capacitdtii unor tulpini arheene extrem halofile, care apartin colectiei de
microorganisme a IBB, de a sintetiza enzimele extracelulare de interes (mentionate mai sus).
Microorganismele arheene extrem halofile au fost izolate din probe de apa prelevate din lacul hipersalin
Grota Miresei (12 tulpini, notate 5/1GM — 5/12 GM) si din cristale de sare (6 tulpini denumite 1CS/4,
1CS/5, 1 CS/6, 1CS/17, 1CS/27 si 1CS/28), prelevate din depozitul subteran de sare de la Slanic Prahova,
respectiv din Mina Unirea.

Tulpinile arheene au fost izolate in placi Petri, utilizind mediul de cultura selectiv HS (Oren si
Litchfield, 1999), contindnd 250 g NaCl/l. Placile Petri cu mediul de cultura agarizat au fost incubate la

temperatura de 37°C, timp de 7 — 10 zile. Ulterior, coloniile de microorganisme halofile obtinute au fost



repicate pe tuburi cu acelasi mediu solidificat inclinat si apoi au fost purificate prin metoda epuizarii
ansei. Tulpinile de microorganisme halofile pure obtinute au fost selectate pe baza caracteristicilor
morfologice coloniale diferite si au fost testate pentru apartenenta la domeniul Bacteria sau Archaea pe
sodiu). Tulpinile halofile care au crescut pe mediul de cultura selectiv cu aditie de cloramfenicol, dar au
fost incapabile sa se dezvolte pe acelagsi mediu de culturd cu aditie de deoxicolat de sodiu, au fost
incadrate in categoria microorganismelor arheene extrem halofile (haloarhee) si au fost utilizate in
experimentele ulterioare.

Testarea capacitatii tulpinilor haloarheene selectate de a sintetiza enzime extracelulare de tipul

lipazelor si esterazelor:

» capacitatea tulpinilor haloarheene de a produce lipaze — a fost evidentiatd prin cultivarea
acestora pe mediul selectiv HS (cu concentratia de 250 g NaCl/l), continand 0.1% yeast extract,
2.5 % ulei de masline extravirgin si 0.001% rodamind B. Mediul de cultura a fost turnat in placi
Petri, insamantat cu tulpinile haloarheene aflate in faza de crestere exponentiala si placile au fost
apoi incubate la temperatura de 37° C, timp de 7 — 10 zile. Dupa acest interval de timp, plicile au
fost vizualizate la transiluminator in lumina UV, iar aparitia unui halou colorat Tn rosu-portocaliu
in jurul zonei de crestere a culturilor a indicat tulpinile haloarheene pozitive, producétoare de
lipaze (Bhatnagar si colab., 2005; Ozcan si colab., 2009).

» capacitatea tulpinilor haloarheene de a produce esteraze — a fost determinata prin cultivarea
acestora pe mediul de cultura selectiv HS continand CaCl, (0.1 g/l), yeast extract (1g/l), la care s-
a aditionat Tween 80 in concentratie de 1 ml/l. Mediul a fost turnat in placi Petri si inoculat cu
culturile haloarheene aflate in faza de crestere exponentiald, crescute in tuburi cu mediul HS
(nemodificat) solidificat Tnclinat.
Placile Petri continand mediul HS (modificat pentru testarea activitatii esterazice) inoculat cu
tulpinile haloarheene, au fost incubate la de 37° C, timp de 7 zile. Dupd aceastd perioada,
tulpinile pozitive, producatoare de esteraze au format un halou clar in jurul zonei de dezvoltarea a
culturilor, datoritd formdrii laureatului de calciu. In cazul tulpinilor care au prezentat activitate
slaba, rezultatele s-au interpretat dupa o perioada de 15 zile de crestere la 37° C.

Evidentierea capacitatii tulpinilor haloarheene selectate de a produce decarboxilaze s-a

realizat prin testarea dezvoltarii acestora pe mediul de culturd HS lichid, continand glicerol provenit
de la Slobozia (glicerol S) si Medias (glicerol M), ca unicid sursa de carbon si energie. In acest scop,
s-a realizat un inocul pentru fiecare tulpind haloarheana selectatd, prin cresterea microorganismelor
in flacoane Erlenmeyer cu mediul selectiv HS lichid, in conditii de agitare (150 rpm), la 37°C, timp
de 72 ore. Dupa acest interval de timp, culturile obtinute au fost centrifugate, iar sedimentul celular a

fost spalat cu solutie de NaCl 25% sterila si resuspensionat in aceeasi solutie, fiind apoi utilizat (in



raport de 1/10) ca inocul pentru initierea culturilor test pe mediul HS lichid, contindnd glicerol
provenit de la Slobozia (glicerol S) si Medias (glicerol M), ca unicad sursa de carbon si energie, in
concentratie de 1%. Culturile obtinute au fost incubate in conditii de agitare (150 rpm), la 37°C, timp
de 28 zile. Cresterea tulpinilor in prezenta glicerolului S/M a fost determinata spectrofotometric, prin
determinarea densitatii celulare la 660 nm, dupa 7 zile si respectiv, 28 zile de incubare in aceleasi conditii

de crestere, comparativ cu densitatea opticd determinatad la momentul inoculérii (TO0).

Rezultatele obtinute privind screening-ul tulpinilor arheene extrem halofile producétoare de
lipaze, esteraze si decarboxilaze au evidentiat faptul ca dintre cele 18 tulpini testate 14 tulpini au fost
capabile sa produca esteraze extracelulare, a caror sintezd a fost evidentiatd prin hidroliza
compusului Tween 80 si producerea laureatului de calciu. Tulpinile haloarheene izolate din proba de
apa hipersalinad prelevatd din lacul Grota Miresei au prezentat o capacitate crescutd de biosinteza a
acestor enzime comparativ cu tulpinile arheene extrem halofile izolate din cristalul de sare prelevat
din Mina Unirea. Astfel, dintre cele 12 tulpini izolate din lacul Grota Miresei si testate pentru
activitatea esterazica, 11 au produs enzimele extracelulare (tabelul nr. 1, 2, fig. 1). Comparativ,
dintre cele 6 tulpini izolate din cristal de sare, doar 3 tulpini au prezentat capacitate de biosinteza a

esterazelor (tabelul nr. 1, 2).

Fig. 1. - Evidentierea activitatii esterazice prin testarea hidrolizei Tween 80 de citre tulpinile haloarheene izolate
din probe de apa hipersalina prelevata din lacul Grota Miresei : tulpinile pozitive (5/4 GM, 5/5 GM, 5/6 GM, 5/7
GM, 5/9 GM) au prezentat un halou in jurul zonei de crestere, comparativ cu tulpina 5/8 GM (negativa), la care nu
s-a evidentiat prezenta acestuia.
Activitatea de sintezd a lipazelor nu a fost evidentiatd la nici una dintre cele 18 tulpini

haloarheene testate, indiferent daca acestea au fost izolate din lacul hipersalin Grota Miresei sau din

cristaul de sare prelevat din Mina Unirea.



Tulpinile de microorganisme extrem halofile arheene 1CS/17 si 1CS/28 izolate din cristal de sare,
au fost capabile sa creasca in prezenta glicerolului (ca unicd sursd de carbon si energie) aditionat la
mediul de cultura HS lichid, rezultate care sugereaza capacitatea acestor tulpini de a sintetiza carboxilaze
(tabelul nr. 2). Aceste rezultate sunt preliminare, fiind in curs de confirmare prin experiemente realizate

pe un mediu de cultura selectiv, pentru producerea decarboxilazelor.

Tabelul nr. 1 - Sinteza enzimelor hidrolitice extracelulare de catre tulpini haloarheene izolate din probe de apa
hipersalina prelevata din lacul Grota Miresei.
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Fig. 2. - Cresterea tulpinilor haloarheene izolate din proba de apa hipersalina prelevata din lacul Grota Miresei si din
cristal de sare prelevat din Mina Unirea pe mediul lichid HS cu aditie de glicerol (1 %) provenit de la Slobozia
(glicerol S) sau Medias (glicerol M) timp de 28 zile.




Fig. 3. Dezvoltarea tulpinilor haloarheene testate in prezenta glicerolului provenit de la Slobozia (S) si Medias (M)
timp de 28 zile de incubare la 37°C, in conditii de agitare.

Testarea cresterii tulpinilor investigate pe mediul HS lichid cu aditie de glicerol (1 %) provenit de
la Slobozia (glicerol S) sau Medias (glicerol M), timp de 28 zile, in conditii de agitare, la 37° C, a

evidentiat faptul ca tulpinile au fost capabile sd se dezvolte in prezenta ambelor substraturi, dar au



preferat glicerolul M, densitatitile optice determinate in prezenta acestuia fiind superioare celor

determinate Tn prezenta glicerolului S.

Tabelul nr. 2. Sinteza enzimelor hidrolitice extracelulare de catre tulpini haloarheene izolate din cristal de sare
prelevat din mina Unirea.

Producerea de enzime | Tulpini haloarheene testate
hidrolitice extracelulare

1CS/4 1CS/5 1CS/6 1CS/17 1CS/27 1CS/28
Esteraze
(hidroliza Tween 80) * * - - - "
Lipaze - - - - - -
Decarboxilaze™ - - - + - +

" = producerea de decarboxilaze indicatd prin cresterea in prezenta in mediu de crestere a glicerolului ca unica sursa
de carbon si energie (date preliminare, Tn curs de confirmare).

Cresterea celulard maxima a tulpinilor haloarheene testate a fost maxima la 7 zile de incubare (fig.
2), atat in prezenta glicerolului provenit de la Medias, cat si a celui de la Slobozia, dupa acest interval de
timp dezvoltarea tulpinilor diminuandu-se semnificativ (fig. 3). Rezultatele obtinute au indicat faptul ca
tulpinile haloarheene sunt capabile sa produca decarboxilaze, necesare dezvoltarii in prezenta celor doua

tipuri de glicerol testate.

Potentialul de crestere bacteriana pe diferite medii de culturi in prezenta glicerolului rezidual
Potentialul de crestere bacteriand pe mediu geloza in prezenta glicerolului rezidual
Pentru realizarea testelor, mediul a fost modificat si utilizat in trei variante de lucru, astfel
(Tabelul 3):

Tabelul nr. 3 — Variantele de lucru ale mediului de cultura utilizat

I (g/L) 1(g/L) Ii(g/L)
Extract de carne 3 6 9
Peptona 1 20 20
Yeast 3 6 9
NaCl 5 5 5
Agar 20 20 20

1 mL de glicerol rezidual, obtinut prin amabilitatea partenerului Institutul de Cercetari Produse
Organice Auxiliare SA, Medias (2 probe, una provenind de la un agent economic din Slobozia iar
cealalata obtinuta de catre partenerul ICPAO Medias) a fost repartizat in placi Petri, peste care s-a turnat
geloza in cele trei variante de lucru. Plicile s-au incubat la temperatura de 37°C.

Dupa 7 zile, in varianta a ll1-a de test, s-a observat aparitia unei colonii bacteriene de culoare lila

(suprafata lucioasa, circulard, margine intreagd, umbonatd) la suprafata mediului de cultura, dar si a unei



colonii mari in profunzimea mediului de cultura, de forma neregulata, de culoare bej, din proba de

glicerol rezidual de la Slobozia (Fig. 4).

Fig. 4 - Potentialul de crestere bacteriana pe diferite medii de cultura in prezenta glicerolului residual — mediu geloza

Potentialul de crestere bacteriand pe mediu MH lichid, 10% NaCl in prezenta glicerolului rezidual
Pentru teste, au fost selectate 5 tulpini izolate din probe de apa prelevate de la Balta Alba ( august
2014). S-au repartizat cate 30 mL mediu MH 10% NaCl in baloane Erlenmeyer sterile, s-a adaugat
glicerol rezidual 1% si s-a descarcat inoculul preluat de pe suprafata mediului de cultura solid (bucla de
ansi, 10 uL). Probele au fost incubate la 30°C, cu agitare (150 rpm). Aprecierea cresterii bacteriene s-a
constatat prin masurarea densitatii optice la spectrofotometru (660 nm), la interval de 24 h, folosind drept

martor mediul de cultura fara glicerol. Rezultatele sunt prezentate in tabelele nr. 4 si 5.

Tabelul nr. 4 - Monitorizarea cresterii bacteriene in prezenta glicerolului rezidual (Slobozia)

Tulpina Densitatea opticd (A=660 nm)
To Toan Tash T7on Toen T1aan
1-2 0.002 1.575 2.132 2.361 2.487 2.595
2-1 0.037 1.788 1.985 2.218 2.297 2.239
3-8 0.013 1.500 1.971 2.266 2.385 2.646
4-2 0.034 1.726 1.954 2.159 2.244 2.114
5-1 0.068 1.637 1.868 2.036 2.050 1.817

Potentialul de crestere bacteriani pe mediu R AGAR lichid cu 5% NaCl
Pentru realizarea testelor s-a utilizat o tulpina de referinta din colectia JCM 2472, Marinococcus

halophilus. Mediul de cultura utilizat a fost R AGAR lichid, cu urmatoarea compozitie (g/L): NaCl, 50;




Bacto peptona, 10; yeast extract, 5; extract de malt, 5; acizi casamino, 5; beef extract, 2; glicerol, 2;
Tween 80, 0.05; MgSO,x7H,0, 1. Datele obtinute se regasesc in tabelul nr. 6

Tabelul nr. 5 - Monitorizarea cresterii bacteriene in prezenta glicerolului rezidual (Medias)

Tulpina Densitatea optica (A=660 nm)
To Taan Taen T7an Toen T1aan
1-2 0.044 1.619 2.169 2.388 2.465 2.458
2-1 0.061 2.135 2.294 2.380 2.374 2.063
3-8 0.021 1.789 2414 2.490 2.499 2.522
4-2 0.039 2.087 2.267 2.462 2.404 2.278
5-1 0.047 0.079 0.046 0.095 0.115 0.156
Tabelul nr. 6 - Aprecierea cresterii bacteriene in prezenta glicerolului rezidual
Tulpina Proba- Slobozia Proba- Medias
Densitatea optica (A=660 nm) Densitatea optica (A=660 nm)
To Taan Taen To Toan Taen
Marinococcus | 0.017 0.593 1.644 0.013 0.013 0.023
halophilus

Evidentierea activitatii lipazelor

Capacitatea de producere a lipazelor a fost testatd pe mediul MH agarizat, cu urmatoarea
compozitie (g/L): yeast extract, 10; proteose peptond, 5; glucoza, 1; NaCl, 100; MgCl,x6H,0, 7,
MgS0O,x7H,0, 9.6; CaCl,x2H,0, 0.36; KCI, 2; NaHCO3;, 0.06; NaBr, 0.026; agar, 20 (Ventosa si colab.,
1972). Mediul de bazi a fost suplimentat cu ulei de masline 1.25 % si rodamina 0.001%. in mediul
solidificat s-au realizat godeuri in care s-au inoculat 200 uL de cultura bacteriand lichida. Placile astfel
inoculate au fot incubate timp de 48h, la 30°C. Reactia pozitiva a fost indicatd de aparitia unui halou
fluorescent rosu-portocaliu Tn jurul ariei de crestere a tulpinilor bacteriene. Rezultatele au fost centralizate

in tabelul nr. 7.

Tabelul nr. 7 - Activitatea lipazica a unor tulpini de microorganisme izolate din probe de apa si sol prelevate de la

Balta Alba
Nr. crt. Tulpina Activitatea Nr. crt. Tulpina Activitatea
lipazica lipazica

1 1-2 +- 11 3-2 +++
2 1-3 - 12 34 -
3 1-4 - 13 3-5 +
4 1-6 ++ 14 3-6 -
5 1-8 ++ 15 3-7 ++
6 1-9 ++ 16 3-8 +
7 2-1 -+ 17 4-2 +
8 2-3 ++ 18 5-1 +
9 2-4 - 19 5-2 +
10 3-1 - 20 T-4 -

21 T-5 -




Evidentierea decarboxilazelor (lizin-decarboxilaza, ornitin-decarboxilaza, arginin-decarboxilaza) la
tulpini de microorganisme halofile

Mediul utilizat pentru testarea prezentei acestor enzime are urmatoarea compozitie (g/L): peptic
digest of animal tissue 5, yeast extract 3, dextroza 1, brom cresol purpur 0.02, la care se adauga lizina,
ornitind sau arginind in concentratie de 0.5%. Detectarea decarboxilazelor se realizeazd pe baza
evidentierii unei variatii de pH. Se repartizeaza cate 4.5 mL mediu steril 1n tuburi si se transfera aseptic un
volum de 0.5 mL inocul bacterian, la care se adauga 2-3 mL de ulei de parafina. Tuburile inoculate sunt
incubate la 35°-37°C pentru 24h. Fermentarea glucozei de catre bacteriile cu metabolism fermentativ
conduce la acidifierea mediului ceea ce face ca indicatorul de pH (brom cresol purpur) sd determine
schimbarea culorii mediului de la violet la galben. Cultura este incubatd pentru inca 24h la 35°-37°C
pentru a permite microorganismelor sa utilizeze aminoacidul. Dacd tulpina bacteriand nu prezintd
decarboxilaze 1n echipamentul lor enzimatic, mediul ramane galben, iar in prezenta acestor enzime are loc

o realcalinizare secundara a mediului datorita formarii diaminelor (revenirea mediului la culoarea violet).

EXPERIMENTE DERULATE CU CIANOBACTERII SI BACTERII HETEROTROFE

Experimentele pentru realizarea acestei etape s-au desfasurat astfel:

1. Intr-o prima faza s-a procedat la imbogatirea Tn microorganisme capabile de a utiliza glicerolul
rezidual ca unica sursa de carbon pentru cresterea si multiplicarea celulara;

2. Culturile imbogatite astfel obtinute au fost purificate pentru selectarea acelor microorganisme
capabile de a utiliza glicerolul rezidual ca unica sursa de carbon pentru cresterea si multiplicarea
celulara;

3. In final a fost selectati o singura tulpina caracterizata printr-o viteza foarte mare de crestere si
multiplicare, comparativ cu toate celelalte tulpini; tulpina produce colonii cu diametrul de 1,5 — 2
cm in 48 ore de la inoculare.

Rezultate obtinute:

1. Obtinerea de amestecuri de populatii imbogatite in microorganisme capabile de a utiliza
glicerolul rezidual ca unica sursa de carbon pentru cresterea si multiplicarea celulara s-a facut
prin utilizarea unui mediu mineral (BG 11) suplimentat cu glicerol rezidual (1% concentratie
finald), din cele doua surse disponibile S (Slobozia) si M (Medias). Folosirea glicerolului rezidual
are ca scop izolarea unor microorganisme capabile de a fi crescute pe medii ieftine ceea ce ar fi
un avantaj in cultivarea lor pe scara larga. Cultivarea s-a facut pe mediu lichid timp de trei
sdptamani cu pasaje saptamanale in mediu proaspat.

2. Culturile imbogatite au fost utilizate pentru obtinerea de culturi pure. Diluarea culturilor

imbogitite (10, 107) si insdmantarea lor pe mediul solidificat (BG 11 suplimentat cu 1% glicerol



rezidual -S-, continand 20g agar la litru) a condus la obtinerea de colonii izolate. Dintre coloniile
astfel izolate s-a selectat o colonie caracterizata printr-o ratd de crestere foarte mare.

3. Colonia a fost propagata atat in mediul lichid cat si in mediul solidificat (unde a reconfirmat
capacitatea mare de crestere si multiplicare), continand glicerol rezidual. De asemenea tulpina a
fost crescutd si In mediul BG 11 suplimentat fie cu ulei de masline fie cu titei, ambele surse
complexe de carbon necesitand pentru catabolizare prezenta activa in echipamentul enzimatic a
lipazelor si esterazelor. Biomasa rezultata din cresterea cu glicerol rezidual §i cea crescuta cu ulei
de masline a fost recoltata prin centrifugare, pastrati la -20°C si trimisa spre analizi biochimici la
partenerul 1; in mod similar fazele lichide ramase dupa separarea biomasei au urmat aceeasi cale.
Tulpina selectatd a fost inspectatd la microscopul optic, in figura 5 fiind vizibil aspectul
microscopic dupa colorarea cu cristal violet (a si b) sau marcarea cu fluorocromul acridin orange

(csid).
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Fig. 5 - Aspectul microscopic al tulpinii selectate: a) si b) colorare cu cristal violet; ¢) si d) marcare cu acridin oranj
(filtrul verde- fluorescenta acridin oranj legat de ADN; filtru rosu - fluorescenta acridin oranj legat de ARN)

Tulpina, capabila de a creste si cu ulei de masline sau titei, a fost inspectatd si macroscopic.
Aspectul macroscopic al culturilor izolatului este ilustrat in figura nr 6. Experimentele preliminare au
demonstrat ca izolatul are capacitatea de a sintetiza si elimina in mediul extracelular structuri de natura

proteica cu activitate lipolitica (test efectuat cu rodamina B —fig. 7).



B C
Fig. 6 - Aspectul macroscopic al izolatului cultivat cu glicerol rezidual (A), ulei de masline (B) si titei (C), ca sursa
de carbon

Fig. 7 — Evidentierea activitatii Iipolitic in cazul izolatului

In concluzie, s-a selectat o tulpina cu crestere foarte rapidd pe mediu mineral BG11 cu glicerol
rezidual (S) ca unica sursa de carbon, tulpind capabild de a utiliza ca sursd de carbon pentru crestere si

multiplicare uleiul de masline sau titeiul.

Studiul teoretic privind potentialul plantelor ca surse ale enzimelor de interes in cadrul proiectului

in plantele superioare, rezerva principald de stocare a carbonului in seminte de este
triacilglicerolul. Tn timpul germinirii semintelor, triacilglicerolul se descompune la acizi grasi si glicerol.
Acizii grasi sunt transformati in zaharoza prin ciclul glioxilat pentru a sustine cresterea plantulei.
Experimentele de marcare radio au demonstrat, de asemenea, ca glicerolul poate fi convertit in zaharoza.
Contributia carbonului stocat in glicerol este relativ mica, fiind estimat de 5% din totalul carbonului. Au
fost propuse doud cii probabile de catabolism al glicerolului. in prima cale, glicerolul este fosforilat la
glicerol-3-fosfat de glicerol kinaza si apoi transformat in fosfat de dihidroxiacetona de glicerol-3-fosfat
dehidrogenaza. in cea de a doua cale, glicerol este covertit la dihidroxiacetona de glicerol dehidrogenaza
dependenta de NAD si apoi fosforilat la fosfat dihidroxiacetona de dihidroxiaceton kinaza.

Prima cale, in plante, este sustinuta de urmatoarele probe: activitatile glicerol kinazei si glicerol-
3-fosfat dehidrogenazei sunt detectate in semintele germinate, in timp ce activitatea glicerol

dehidrogenazei NAD-dependenta nu este detectata; cea mai inalta expresie a genelor glicerol kinazei si



glicerol-3-fosfat dehidrogenaza dependentd de FAD sunt detectate in timpul germinarii semintelor; gena
mutantd a glicerol kinazei, glil, de la Arabidopsis perturba catabolismul glicerolului si se acumuleaza
glicerol. Este de remarcat faptul ca, in plus fatd de gena mitocondriala glicerol-3-fosfat dehidrogenaza
dependentd de FAD, plantele au, de asemenea, glicerol-3-fosfat dehidrogenaza dependenti de NAD
citosolic si plastidial, care poate converti glicerol-3-fosfat la fosfat dihidroxiacetona. Dar glicerol-3-fosfat
dehidrogenaza dependentd de NAD este putin probabil si fie implicata in degradarea glicerolului
deoarece echilibrul este inclinat permanent in directia sintezei de glicerol-3-fosfat. Produsul de degradare

a glicerolului, fosfat dihidroxiacetona, poate fi convertit in zaharuri prin gluconeogeneza.

STUDIUL EXPERIMENTAL AL INTERACTIEI LIPAZA — GLICEROL PENTRU SINTEZA
GLICEROL CARBONATULUI

A fost studiat comportamentului enzimei de tip lipaza in reactia de sinteza a carbonatului de
glicerol. Procesul s-a desfasurat in batch. Mediul e reactia s-a obtinut prin amestecarea a 0.1 g glicerol, 1
mL dimetil carbonat (DMC) si 20 mg lipaza. Amestecul de reactie a fost incubat pentru 24 ore la
temperatura de 60 grade Celsius. Analiza amestecului e reactia s-a realizat pe baza metodei GC-MS si
GC-FID pentru a ientifica si apoi a cuantifica continutul de produsi de reactie. Mecanismul de reactie
propus in literatura atat pentru cataliza bazica cat si pentru biocataliza (figura 8) impune realizarea unui
intermediar instabil (3) si a unei molecule de metanol (MeOH) in urma interactiei dintre glicerol si DMC
care se stabilizeaza printr-un mecanism de ciclizare intramoleculara. Astfel, se formeaza glicerol carbonat
(4) si o noua molecula de MeOH. Existenta unui exces de DMC in mediul de reactie permite formarea
unor compusi secundari de tipul dicarbonat de glicerol (5) si dicarbonat de triglicerol (6).

Sistemul de reactie propus tine cont de conceptele Chimiei Verzi. S-a urmarit eliminarea
solventului organic si utilizarea reactivului DMC cu rol dublu, agent de carboxilare si mediu de reactie.
Experimentele de inceput au avut drept scop stabilirea sursei de enzima lipaza care sa-si pastreze
activitatea catalitica in prezenta DMC.

Au fost testate surse de lipaza comerciale de tipul Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens,
Phizopus arrhizus, Candida cylindracea, Pseudomonas cepacia, Mucor miehei, Aspergillus sp, Porcina
pancreas, Phizopus niveus, Hog pancreas and Thermomyces lonuginosus.

S-a evaluat activitatea enzimatica direct in mediul de reactie, prin calcularea conversiei
glicerolului si a selectivitatii in glicerol carbonat (figura 9). Conditiile de reactie sunt specifice
biocatalizei omogene pentru care enzima catalizator este dispersata in mediul de reactie.

Datele experimentale obtinute au demonstrat faptul ca doar trei din cele douasprezece surse de
lipaza testate au prezentat activitate enzimatica, si anume Pseudomonas cepacia, Candida antarctica si

Aspergillus niger. Cele trei tipuri de lipaza au permis obtinerea de conversii in glicerol cu valori



asemanatoare (in jurul valorii de 70 %) (figura 9). Totusi, eficienta acestor surse de lipaza se diferentiaza
pe baza selectivitatii in glicerol carbonat. Astfel, Aspergillus niger prezinta cea mai buna selectivitate in

valoare de 58% pentru glicerol carbonat (figura 9).
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Fig. 8. Reactia de transesterificare dintre (1) glicerol si (2) dimetil carbonat (DMC) in urma careia se obtine (3)

intermediar instabil generand (4) carbonat de glicerol ca produs principal si (5) dicarbonat de glicerol sau/si (6)
dicarbonat de triglicerol ca produsi secundari.

B Gly conversion
selectivity to GlyC

Fig. 9. Sreening pe lipaza pentru sinteza glicerolului. Conditii de reactie: 0.1 g glicerol, 1 mL DMC si 0.02 g
enzima; temperatura de 60 °C; timp de incubare 48 ore.

Metodele de sinteza biocatalitica raportate in literatura folosesc in exclusivitate Candida

antarctica. Experimentele de fata au pus in evidenta existenta unei noi surse de lipaza pentru sinteza



glicerol carbonat, si anume Aspergillus niger, care a fost stabilita a fi sursa de biocatalizator pentru
experimentele urmatoare dedicate prepararii biocatalizatorului heterogen.

Datele experimentale obtinute au demonstrat faptul ca doar trei din cele douasprezece surse de
lipaza testate au prezentat activitate enzimatica, si anume Pseudomonas cepacia, Candida antarctica si
Aspergillus niger. Cele trei tipuri de lipaza au permis obtinerea de conversii in glicerol cu valori
asemanatoare (in jurul valorii de 70 %) (figura 9). Totusi, eficienta acestor surse de lipaza se diferentiaza
pe baza selectivitatii in glicerol carbonat. Astfel, Aspergillus niger prezinta cea mai buna selectivitate in
valoare de 58% pentru glicerol carbonat (figura 9). Metodele de sinteza biocatalitica raportate in literatura
folosesc in exclusivitate Candida antarctica. Experimentele de fata au pus in evidenta existenta unei noi
surse de lipaza pentru sinteza glicerol carbonat, si anume Aspergillus niger, care a fost stabilita a fi sursa
de biocatalizator pentru experimentele urmatoare dedicate prepararii biocatalizatorului heterogen.

Activitatea catalitica a lipazelor este preponderent influentata de caracteristicile mediului de
reactie. Acest fapt se datoreaza interdependentei dintre mecanismului catalitic si structura moleculei de
lipaza. Molecula lipazei prezinta o zona ce actioneaza ca un “capac” pentru centrul catalitic activ al
enzimei, restrictionand accesul substratului in functie de conditiile experimentale. Un mediu de reactie
hidrofobic sau chiar molecule-substrat cu caracter hidrofobic induce o modificare conformationala
generand forma activa a enzimei (orienteaza “capacul” in pozitia “deschis” si permite accesul substratului
la centrul catalitic). Prezenta interactiilor hidrofilice duce la inchiderea accesului catre centrul catalitic
activ al enzimei. Complexitatea mecanismului catalitic al lipazele ingreuneaza modelarea si controlul
procesului biocatalitic corespunzator atat in laboratorul de cercetare cat si la scara industriala.

Cunoscand faptul ca reactia propusa pentru sinteza carbonatului de glicerol in cataliza enzimatica
conduce adesea la produsi de reactie dificil de izolat si de identificat, probele obtinute in urma sintezei au
fost supuse analizelor GC-MS si RMN. Astfel s-a pus in evidenta prezenta carbonatului de glicerol ca
produs de reactie principal. Urmeaza a se realiza un studiu asupra celorlalti produsi de reactie pentru

identificarea si cuantificarea lor.

STUDIUL EXPERIMENTAL AL INTERACTIEI MICROORGANISM - GLICEROL

Biomasa produsa de partenerul CO a fost testata in sistemul indicat anterior pentru a evalua
activitatea biocatalitica in procesele de transesterificare si decarboxilare necesare sintezei compusilor de
interes (glicerol carbonat si glicidol). A fost analizata atat masa celulara, cat si supernatantul folosit drept
mediu de cultura. Testarea supernatantului s-a facut pe baza supozitiei prin care biomasa celulara ar putea
elimina o parte din proteinele generate. S-a urmarit punerea in evidenta a prezentei celor doi produsi de
interes (glicerol carbonat si gliciol). Tabelul nr. 8 contine atat o descriere sumara a probelor testate, cat si

rezultatele obtinute.



Tabelul nr. 8 — Descrierea probelor utilizate si rezultatele obtinute privind prezenta compusilor de interes

Proba Descriere proba Glicidol Glicerol carbonat Alti .
produsi
P1 Glicerol celule 31.10.2014 t o ;
conc. mica conc. mica
P2 Marinococcus halophilus R-AGAR 5%NaCl i + +
14.11.2014 —biomasa
P3 1-9 MH 10% NaCl 14.11.14 —biomasa- - + -
P4 Supernatant ulei 31.10.2014 - - -
P5 Glicerol 31.10.2014 - - -
P6 Supernatant ulei filtrate 31.10.2014 - - -
p7 Marinococcus halophilus R-AGAR 5%NacCl i + +
14.11.2014 —supernatant-
P8 MH 10% NaCl 14.11.14 —supernatant- + + -
P9 Marinococcus halophilus R-AGAR 5%NaCl + + +
14.11.2014 (falcon mic)
P10 1-9 MH 10% NaCl 14.11.14(falcon mic) * + +
conc. mare

Probele de biomasa (P1, P2 si P3), in general, au prezentat activitate biocatalitica redusa. Acest
lucru poate fi explicat pe baza mecanismului biochimic complex implicat in procesul de sinteza care
presupune etape de penetrare a membranei celulare de catre reactanti (glicerol si DMC), dar si eliminarea
prousilor de reactie. Toti acesti pasi aditionali sintezei propriu-zisa determina scaderea randamentului
final. Biomasa celulara cu origini in mediul biodiesel (P1) a prezentat activitate in sinteza glicidolului.
Totodata, toate cele trei tulpini testate (P1, P2 si P3) au prezentat activitate catalitica in sinteza glicerol
carbonatului. Totusi, amestecului de reactie a fost sarac in produsi de interes (concentratii mici e glicerol
carbonat si glicidol).

Analiza probelor P4, P5 si P6 a pus in evidenta prezenta unei concentratii foarte mare de glicerol
in amestecul final de reactie. Acest fapt a impiedicat realizarea unor analize GC-FID eficiente. In cazul
acestor probe, se va propune un alt protocol de analiza (dilutia probelor si derivatizarea acestora inainte
de a fi introduse in sistemul GC-FID).

In probele P8, P9 si P10 au fost pusi in evidenta ambii produsi de interes (glicerol carbonat si
glicidol). Proba P10 a fost cea mai bogata in continut de glicidol. Totodata, aceste probe au prezentat si
produsi secundari. Nu s-a determinat structura acestora, pentru moment.

In concluzie, testele realizate au permis punerea in evidenta a activitatii biocatalitice pentru
biomasa generata de partenerul CO. Se va urmari in continuare posibilitatea de exprimare a masei
proteice specifice probelor P8, P9 si P10. Totodata se are in vedere analiza probelor P4, P5 si P6 pentru a
evalua continutul real in glicerol carbonat si glicidol.

Aceste concluzii experimentale vor permite realizarea activitatii propuse pentru etapa urmatoare
(2015).




Activitatea 1.3. — Realizarea site-ului proiectului
Rezultatele si informatiile publice aferente proiectului BioGlyCat sunt disponibile si in format
electronic pe pagina realizata de catre coordonatorul proiectului, Institutul de Biologie Bucuresti, la
adresa:
http://www.ibiol.ro/proiecte/PNII/BioGlyCat/index.htm
Pagina de internet va fi actualizata pe parcursul derularii proiectului cu toate informatiile

necesare.

Activitatea 1.4 — Date teoretice - adaptarea sistemului biocatalitic la instalatia pilot

In cadrul proiectului BioGlyCat se propune utilizarea glicerolului rezidual separat din amestecul
biodiesel ca materie prima pentru producerea derivatilor glicerolului (GlyC, GlyD si poliglicerol) atat la
scara de laborator cat si la scarda de unitate pilot. In cadrul etapei experimentale privind adaptarea
sistemului biocatalitic la instalatia pilot se va evalua efectul de matrice a glicerolului rezidual asupra
procesului biocatalitic propus. In acest sens se va realiza un screening de probe in care glicerolul rezidual
va avea ca origini vegetale uleiuri din plante diferite (ex. porumb, rapita, floarea-soarelui, masline,
palmier etc) sau uleiuri reziduale supuse unor tratamente termice diferite (ex. temperaturi de ardere sau
agenti de reactie diferiti). Procesul biodiesel in sine se poate desfiasura in conditii variate, luand in
considerare tipul reactivului de transesterificare, catalizatorul folosit, procentul de apa din amestecul de
reactie etc, care vor influenta compozitia finald a matricei glicerolului rezidual (tipul si concentratia
impuritatilor). Toate aceste aspecte vor fi evaluate cu scopul de a stabili un portofoliu de surse-biomasa
care sa permitd obtinerea de glicerol rezidual util producerii derivatilor glicerolului (GlyC, GlyD si
poliglicerol) de interes industrial. Se are in vedere ca sistemul biocatalitic propus sa functioneze Tn regim
de flux continuu. Utilizarea unui sistem biocatalitic selectiv in GlyC si GlyD va permite reducerea
drasticd a timpului de contact intre catalizatori §i reactanti mentinand totusi o eficientd adecvatd a
convertirii glicerolului Tn derivati. Acest lucru este deja confirmat pentru sinteza biocatalitica a GlyC
pentru care timpul de reactie este de 4 ore in biocataliza fatd de minim 10 ore 1n cataliza conventionala,
desi performantele sunt asemanatoare. Astfel, in cadrul proiectului BioGlyCat se va dezvolta un sistem
biocatalitic original in conditii de flux continuu, care va fi construit la scard industriald sub forma unei
unitati pilot dedicate producerii derivatilor glicerolului (GlyC, GlyD si poliglicerol).

Conversia biocatalitica a glicerolului se va efectua utilizand un biocatalizator cooperativ-dual
(amestec de enzime - lipaza si decarboxilaza) in format heterogen (enzime imobilizate pe suport solid).
Procesul biocatalitic corespunzator se desfagoara in doud etape succesice:

1) carbonilarea glicerolului cu dimetil carbonat si obtinerea GlyC in prezenta de lipaza si

2) transformarea GlyC in GlyD si apoi in poliglicerol, proces catalizat de decarboxilaza.
Procesul biocatalitic ce va fi dezvoltat in cadrul proiectului porneste de la glicerol si se incheie cu

obtinerea GlyC, GlyD si poliglicerolului, desfasurarea lui fiind conditionatd de prezenta unui



biocatalizator cooperativ-dual compus din lipaza si decarboxilaza. Sistemul biocatalitic operational va fi
optimizat In conditii de flux continuu. Varianta optimizata a sistemului biocatalitic va fi proiectata, testata
si evaluatd la scard industriald prin realizarea unei instalatii pilot dedicate producerii derivatilor

glicerolului.

Rezultatele etapei 1:
Denumire etapa: Biocatalizatori — screening general
Institutii implicate: Institutul de Biologie Bucuresti al Academiei Romane - CO
Universitatea Bucuresti — Facultatea de Chimie — P1

Rezultate asteptate:

- Enzima 1 - lipaza; Enzima 2 — decarboxilaza
Rezultate obtinute:

- Enzima 1 - lipaza; Enzima 2 — decarboxilaza

- Pagina de internet a proiectului

- 1 lucrare ISl in subiect comun cu al proiectului

- 2 lucrari BDI in subiect comun cu al proiectului

- 1 lucrare in volumul unei conferinte neindexate 1SI

- Participarea la 4 conferinte stiintifice de specialitate
Lucrare ISI:
Simona Neagu, Silviu Preda,Crina Anastasescu, Maria Zaharescu, Madalin Enache, Roxana Cojoc, 2014,
The functionalization of silica and titanate nanostructures with halotolerant proteases, Rev. Roum.
Chim., 59, 97-103.
Lucrari BDI:
Madalin Enache, Simona Neagu, Roxana Cojoc, 2014, Extracellular hydrolases of halophilic
microorganisms isolated from hypersaline environments (salt mine and salt lakes), Scientific Bulletin
Series F “Biotechnologies”, XVIII, 20 — 25.

Madalin Enache, Roxana Cojoc, Akinobu Echigo, Hiroaki Minegishi, Takashi Itoh, Masahiro Kamekura,
2014, Taxonomy of a novel extremely halophilic archaeon belonging to the genus Haloarcula isolated
from a low saline environment, Techirghiol Lake, Romania, Oltenia. Studii si Comunicari. Stiintele
Naturii, 30 (1), 192 — 197.

Lucrare Volum:

Madalin Enache, 2014, Influenta tariei ionice asupra amilazelor produse de catre microorganisme
halofile archaeane izolate din lacuri saline si hipersaline din Romania, Proceedings of the international

conference “Genetics, Physiology and Plant Breeding”, V-th edition, 200 — 204.



Prezentari orale conferinte:

Madalin Enache, Simona Neagu, Roxana Cojoc, Extracellular hydrolases of halophilic microorganisms
isolated from hypersaline environments (salt mine and salt lakes), June 5 — 7, 2014, Bucharest, Romania,
Agriculture for life, life for agriculture, USAMV Intl Conf.

Madalin Enache, Roxana Cojoc, Akinobu Echigo, Hiroaki Minegishi, Takashi Itoh, Masahiro Kamekura,

Taxonomy of a novel extremely halophilic archaeon belonging to the genus Haloarcula isolated from a
low saline environment, Techirghiol Lake, Romania, 11th to 13th of September 2014 — BIODIVEST
2014, 21th edition of The International Conference “The Museum and the Scientific Research” organized
by The Department of Natural Sciences of The Museum of Oltenia Craiova, with the support of The
County of Dolj Council, Romania

Gabriela Teodosiu, Simona Elena Neagu, Madalin Enache, Microorganisme halofile — resurse de

biocompusi cu aplicatii bionanotehnologice, "Valorificarea durabila a resurselor si mediul inconjurator”
Masa rotunda — Bucuresti — 16 octombrie 2014 — INCD-ICPMRR — CENTIREM

Poster conferinta:

Madalin Enache, Influenta tariei ionice asupra amilazelor produse de catre microorganism halofile
archaeane izolate din lacuri saline si hipersaline din Romania, The international conference “Genetics,
Physiology and Plant Breeding”, V-th edition, Chisinau, Republic of Moldova, 23-24 October 2014
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