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INTRODUCERE

Enzimele sunt componente ubicuitare ale organismelor vii care au rolul de a cataliza
reactiile metabolice la viteze suficient de mari pentru a sustine viata. Pe langa functiile
biologice vitale, enzimele au multiple utilizari comerciale: biocatalizatori in procese
industriale (de exemplu, in industria alimentara, pentru conversia amidonului in glucoza),
agenti terapeutici (de exemplu, pentru indepartarea cheagurilor de fibrina din sange), reactivi
analitici (de exemplu, pentru detectarea glucozei in sange) si instrumente de manipulare a
celulelor si materialului genetic (de exemplu: lizozimul, enzimele de restrictie).

Piata globald a enzimelor, evaluata la peste 11 miliarde USD in 2021, este dominata
de hidrolaze, in particular de proteaze, amilaze, lipaze si celulaze. Microorganismele sunt
principalele surse din care se obtin aceste enzime datorita avantajelor economice, tehnice si
etice pe care le prezinta in comparatie cu organismele animale si vegetale.

Dintre diversele surse microbiene de enzime hidrolitice, o atentie din ce in ce mai mare
din partea comunitatii stiintifice este acordatd microorganismelor izolate din ecosistemele
caracterizate prin conditii de mediu extreme. Enzimele acestor microorganisme extremofile,
desi indeplinesc aceleasi functii ca ale moleculelor omoloage produse de microorganismele
non-extremofile, prezinta proprietatea de a-si mentine activitatea catalitica In conditii fizico-
chimice severe care, in general, inhiba biocatalizatorii uzuali. Datorita acestei caracteristici,
enzimele produse de microorganismele extremofile sunt utile in numeroase aplicatii
biotehnologice care implicd, spre exemplu, temperaturi foarte ridicate sau scazute, valori
extreme ale pH-ului si salinitate ridicata.

Din grupul microorganismelor extremofile, halofilele sunt adaptate sa supravietuiasca
in medii saline si sunt clasificate, in functie de gradul in care tolereazd/necesita diferite
concentratii de sare, in: extrem-halofile (cresc optim la 2,5-5,2 M), moderat-halofile (cresc
optim la 0,5-2,5 M), slab-halofile (cresc optim la 0,2-0,5 M) si halotolerante (nu necesita
sdruri pentru supravietuire, dar le tolereaza in concentratii relativ mari, chiar si de 2,5 M).
Enzimele extracelulare sintetizate atat de microorganismele halofile, cat si de cele
halotolerante, au evoluat astfel incat sd isi mentind integritatea structurald si functiile
catalitice in spectre largi de salinitate. Principalele adaptari structurale pe care aceste
macromolecule le-au dobandit sunt reprezentate de continutul crescut de aminoacizi cu
caracter acid si frecventa redusa a aminoacizilor hidrofobi.

Mai multe studii realizate in ultimii ani au propus utilizarea enzimelor halorezistente

in diverse aplicatii biotehnologice care implicd conditii saline, precum: producerea
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biocombustibililor, prelucrarea unor alimente, bioremedierea mediilor hipersaline si
biocuratarea picturilor murale afectate de fenomenul de eflorescenta. Cu toate acestea, in
prezent, enzimele halorezistente nu sunt produse la scara larga in vederea comercializarii.

Studiile dedicate explorarii diversitatii microorganismelor din mediile ostile/extreme
au un rol esential atat pentru identificarea unor noi enzime cu proprietati speciale (precum
activitate si stabilitate in conditii extreme multiple), cat si pentru descoperirea unor noi
producatori mai eficienti ai acestor biocatalizatori. Numeroase medii saline, atat din
Romania cét si din alte parti ale lumii, nu au fost inca investigate din aceasta perspectiva.
Drept consecintd, pentru identificarea unor noi tulpini de microorganisme capabile sa
sintetizeze enzime cu adaptari structurale si functionale unice, este necesara directionarea
cercetarilor microbiologice catre ecosistemele ne-/putin explorate.

Tn acest context, scopul prezentei teze de doctorat a constat in investigarea
diversitatii microorganismelor din diverse ecosisteme saline pentru crearea unei colectii de
noi tulpini halofile si halotolerante de bacterii, arhee si microfungi capabile sa produca
hidrolaze cu proprietati utile in procesele biotehnologice care implicd conditii de salinitate
ridicata.

Cercetarile efectuate Tn vederea indeplinirii scopului propus s-au bazat pe cinci
obiective principale: 1) prelevarea unor esantioane de apa, sedimente si sare din sapte medii
cu salinitati diferite (cinci lacuri sarate din Roméania, doud zone din Marea Neagra si un
habitat extrem din desertul Atacama), 2) cultivarea, izolarea si identificarea taxonomica a
tulpinilor halofile si halotolerante de bacterii, arhee si microfungi, 3) testarea potentialului
tulpinilor de a produce diverse enzime hidrolitice extracelulare (glicozidaze, esteraze si
proteaze), 4) cuantificarea activitatii hidrolazelor produse de tulpinile selectionate si
determinarea proprietdtilor catalitice ale unora dintre acestea, 5) evaluarea preliminara a
eficacitatii esterazelor halorezistente, produse de una dintre tulpinile din colectia constituita,
in procese de biocuratare a picturilor murale.

Prezenta lucrare este structuratd in cinci capitole, dintre care primele doud sunt
dedicate stadiului actual al cunoasterii in domeniul halofilelor. in Capitolul 1 se pune accent
pe diversitatea taxonomicd si metabolicd a microorganismelor halofile, precum si pe
adaptarile structurale si fiziologice pe care acestea le-au dobandit pentru a supravietui in
mediile caracterizate de concentratii crescute de saruri. In Capitolul 2 se pune in evidenta
importanta biotehnologica a microorganismelor halofile si enzimelor halorezistente prin
prezentarea atat a aplicatiilor tehnologice in care acestea sunt utilizate in prezent, cat si a

aplicatiilor potentiale.



Urmatoarele trei capitole reprezintd partea de contributie personala. Capitolul 3
descrie studiul diversitatii taxonomice si fiziologice a tulpinilor halofile si halotolerante
izolate din cele sapte medii investigate. Capitolul 4 cuprinde studiul activitatii hidrolazelor
produse de unele tulpini halofile si halotolerante selectionate din colectia de laborator.
Capitolul 5 prezinta evaluarea preliminara a eficacitatii esterazelor halorezistente intr-0
aplicatie practica care implica conditii saline, si anume biocuratarea picturilor murale.

In final, sunt prezentate concluziile generale ale cercetirilor, lista publicatiilor
rezultate in urma cercetarii stiintifice din programul de studii doctorale si referintele

bibliografice.



I. PARTEA TEORETICA

CAPITOLUL 1

BIOLOGIA MICROORGANISMELOR HALOFILE:
PREZENTARE GENERALA

Halofilele sunt un grup heterogen de organisme extremofile adaptate supravietuirii si
chiar prosperdrii in habitate hipersaline, neprielnice pentru majoritatea formelor de viata de
pe planeta noastra (Oren, 2002).

Lumea halofilelor este foarte diversificata, reprezentanti ai acestui grup de organisme
gasindu-se in toate cele trei domenii de clasificare a formelor de viata: Archaea, Bacteria si
Eukarya. Imensa diversitate filogenetica se reflecta atat in potentialul halofilelor de a se
adapta la o gamd largd de habitate dominate de conditii diferite de salinitate, cat si in
varietatea mare de procese fiziologice de obtinere a energiei si carbonului necesare pentru
crestere. In acest sens, pe langa a prezenta necesititi si tolerante ionice (minime, optime si
maxime) variabile, taxonii halofili utilizeaza cai metabolice foarte diversificate (respiratia
aeroba sau anaerobd; nutritia heterotrofa, fototrofa sau chemoautotrofa) pentru a-si asigura
existenta in cele mai neprielnice medii (Oren, 2011).

Arheele din clasa Halobacteria (increngétura Euryarchaeota) au fost cele mai intens
studiate, fiind considerate extrem-ialofile prin excelentd. In prezent, aceastd clasi este
divizata in trei ordine (Halobacteriales, Haloferacales si Natrialbales) care cuprind 60 de
genuri si 267 de Specii.

Bacteriile halofile sunt reprezentate de un numar foarte mare de specii incluse in
numeroase ramuri filogenetice. In prezent, dintre cele 35 de increngituri ale domeniului
Bacteria, 12 (Actinobacteria, Bacteroidetes, Balneolaeota, Cyanobacteria, Fibrobacteres,
Firmicutes, Proteobacteria, Rhodothermaeota, Spirochaetes, Tenericutes, Thermotogae,
Verrucomicrobia) cuprind reprezentanti moderat- sau extrem-halofili si mult mai multe
includ taxoni halotoleranti care au capacitatea de a creste atat in prezenta, cat si in absenta
sarurilor (Parte, 2018).

Dintre formele de viata eucariote, diverse specii de microalge, microfungi, protozoare
si chiar macroorganisme din regnul Animalia au fost identificate in unele dintre cele mai

saline medii de pe Pamant (McGenity si Oren, 2012).



CAPITOLUL 2

IMPORTANTA BIOTEHNOLOGICA A MICROORGANISMELOR
HALOFILE

Halofilele, spre deosebire de alte grupuri de microorganisme extremofile, sunt utilizate
intr-un numar mic de aplicatii practice. Unele procese tehnologice in care sunt implicate
microorganismele halofile sunt vechi de secole si au existat cu mult timp inainte ca aspectele
microbiologice ce stau la baza lor sa fie intelese. Doud exemple de astfel de tehnologii sunt
fabricarea sarii prin evaporarea apei marine si obtinerea unor alimente asiatice prin
fermentatie. De asemenea, microorganismele halofile sunt intrebuintate in doua tehnologii
moderne de mare succes: 1) producerea de B-caroten utilizand tulpini ale algei verzi
unicelulare Dunaliella si 2) producerea de ectoind utilizdnd specii bacteriene moderat-
halofile (Oren, 2010).

Pe langd procesele biotehnologice in care sunt Intrebuintate in prezent
microorganismele halofile, numeroase aplicatii potentiale au fost sugerate n ultimii ani.
Dintre cele mai promitdtoare, unele se bazeaza pe capacitatea halofilelor de a sintetiza
compusi de tipul enzimelor, pigmentilor si biopolimerilor, iar altele rezulta din potentialul
unor specii microbiene de a degrada in situ diverse substante poluante/toxice (Oren, 2002).

Halofilele reprezinta surse promitatoare de enzime hidrolitice cu valoare
biotehnologicd de tipul proteazelor, lipazelor, esterazelor, amilazelor, celulazelor,
xilanazelor, pectinazelor, inulinazelor si nucleazelor. Aceste enzime halorezistente, spre
deosebire de cele sintetizate de microorganismele termofile si alcalifile, nu sunt (in prezent)
produse la scara largad in vederea comercializarii. Numeroase studii realizate in ultimii ani
demonstreaza insa ca acesti biocatalizatori prezinta o enorma aplicabilitate practica, putand
fi utilizati pentru eficientizarea acelor procese biotehnologice in care conditiile hipersaline

cauzeaza inactivarea rapida a enzimelor uzuale (Amoozegar si colab., 2017).



II. PARTEA EXPERIMENTALA

Contributii originale la identificarea unor tulpini noi de microorganisme
halofile si halotolerante producatoare de enzime hidrolitice cu

importanta biotehnologica

SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

Odata cu cresterea cererii de enzime cu proprietati catalitice speciale (stabilitate la
valori extreme de temperatura, pH, salinitate etc.), numeroase cercetari au fost directionate
catre bioprospectarea microorganismelor din mediile dominate de conditii fizico-chimice
extreme. Din grupul microorganismelor extremofile, halofilele prezintd capacitatea de a
sintetiza enzime active in prezenta concentratiilor ridicate de saruri si uneori chiar si in
conditii poliextreme, motiv pentru care acesti biocatalizatori au fost propusi spre a fi utilizati
in diverse aplicatii in care conditiile saline cauzeaza inactivarea enzimelor uzuale.

Tn acest context, scopul prezentei teze de doctorat a constat in investigarea diversitatii
microorganismelor din diverse medii saline pentru crearea unei colectii de noi tulpini
halofile si halotolerante de bacterii, arhee si microfungi, capabile sa produca hidrolaze cu
proprietati utile In procesele biotehnologice care implicd conditii de salinitate ridicata.

Obiectivele principale ale cercetarilor au fost urmatoarele:

1. Prelevarea unor esantioane de apa, sedimente si sare din ecosisteme saline ale caror
comunitati de microorganisme au fost slab studiate din punct de vedere al potentialului
de a sintetiza enzime hidrolitice.

2. Izolarea tulpinilor halofile si halotolerante de bacterii, arhee si microfungi din
esantioanele prelevate si identificarea taxonomica a acestora.

3. Investigarea potentialului tulpinilor izolate de a sintetiza enzime hidrolitice
extracelulare de interes biotehnologic (glicozidaze, esteraze si proteaze).

4. Cuantificarea activitatii hidrolazelor produse de tulpinile selectionate si determinarea
proprietatilor catalitice ale unora dintre acestea.

5. Evaluarea preliminara a eficacitatii utilizarii esterazelor halorezistente Tn procese de

biocuratare a picturilor murale.



CAPITOLUL 3

STUDIUL DIVERSITATII TAXONOMICE SI FIZIOLOGICE A
MICROORGANISMELOR HALOFILE S HALOTOLERANTE IZOLATE DIN
MEDII NATURALE SALMASTRE, SALINE SI HIPERSALINE

3.1 MATERIALE SI METODE

3.1.1 Prelevarea probelor si determinarea parametrilor fizico-chimici
3.1.1.1 Apa si sedimente din lacuri sdrate din Romdnia

Probele de apa si sedimente (ndmol) au fost prelevate Tn august 2019 din cinci lacuri
naturale localizate in Cadmpia Romana: lacul Amara (AM), lacul Balta Alba (BA), lacul
Caineni Bai (CB), Lacul Sarat Movila Miresii (MM) si Lacul Sarat Braila (BSL) (Figura
3.1). Parametrii fizico-chimici ai apei (temperaturd, pH, oxigen dizolvat, potential oxido-
reducator, salinitate, conductivitate electrica) au fost masurati in situ cu un multiparametru

portabil Hanna HI1-98194.

Romania [ h:\l\
4 BA
e ®
- “=m.. /Black Sea CB M.M
. e J Buésau ]
Ay
Sl&ozia
Bucgarest
A Black Sea
N
10 20 30 km
——

olacul Amara (AM) elacul Balta Alba (BA) olacul Caineni Bdi (CB) eLacul Movila Miresii (MM) eLacul Sarat Bradila (BSL)

Figura 3.1. Locatiile geografice si fotografii de ansamblu ale celor cinci lacuri esantionate (modificata
dupa Ruginescu si colab., 2020).
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3.1.1.2 Apad din Marea Neagra
Probele de apa au fost colectate in aprilie 2021 din doua zone de litoral: Eforie Nord

si Cap Aurora (Figura 3.2).

i
“IEforie Nord

Marea Neagra

{

4
Cﬂp Aurora A
& ) (I —

Figura 3.2. Colectarea probelor de apa din Marea Neagra. (A) Imagine satelitard a zonelor esantionate; (B)
Zona prelevare Eforie Nord; (C) Zona prelevare Cap Aurora; (D) Recipiente cu probe de apa; (E) Sonda
multiparametricd Hanna.

3.1.1.3 Roci de sare din desertul Atacama

Probele reprezentate de roci de sare au fost prelevate in noiembrie 2018 din regiunea
Antofagasta (Chile), localizata la aproximativ 60 km de orasul San Pedro de Atacama. Mai
multe fragmente au fost desprinse mecanic (cu ajutorul unei spatule sterile) din crusta de

sare de la suprafata solului si depozitate in recipiente sterile din plastic.

3.1.2 Cultivarea si estimarea abundentei microorganismelor halofile si halotolerante
Cultivarea microorganismelor halofile si halotolerante (bacterii, arhee si microfungi)
din esantioanele de apa, sedimente si sare a implicat utilizarea a patru tipuri de medii de

cultura complexe (MH, JCM-168, MA si ES) cu salinitati cuprinse intre 3,4% si 22% (g/v).

3.1.4 Testarea capacititii izolatelor microbiene de a produce enzime hidrolitice
Potentialul tulpinilor halotolerante, slab-halofile si moderat-halofile de a sintetiza
enzime hidrolitice (proteaze, lipaze, glicozidaze) a fost determinat prin cultivarea pe medii
MH cu 10% saruri (in cazul tulpinilor izolate din lacurile sarate si desertul Atacama) sau
medii ES (in cazul tulpinilor izolate din Marea Neagra) din care sursele de carbon

conventionale (glucoza si compusul proteoza-peptond) au fost inlocuite cu diferite

11



substraturi de interes (proteine, lipide, polizaharide). In acest sens, activitatea proteolitica a
fost pusa in evidenta prin degradarea cazeinei sau a gelatinei, activitatea lipolitica a fost
testata pe substratul Tween 80 (Polisorbat 80) iar activitatile glicozidice (producerea de
amilaze, pectinaze, celulaze, xilanaze, inulinaze) au fost detectate prin hidroliza amidonului,
pectinei, carboximetil-celulozei (CMC), xilanului si inulinei.

Capacitatea tulpinilor extrem-halofile de a produce enzime hidrolitice a fost testata pe
medii de cultura JCM-168 din care acizii casamino au fost inlocuiti cu substraturile proteice,

lipidice si polizaharidice mentionate mai sus.

3.1.5 Identificarea genotipica si analiza filogenetica a tulpinilor selectate

Tulpinile bacteriene, arheene si microfungice care au prezentat caractere fenotipice
distincte (trasaturi morfo-culturale si proprietdti biochimice, grad de halofilie/halotoleranta,
profilurile hidrolazelor extracelulare) au fost selectate in vederea identificarii la nivel de
gen/specie prin metode moleculare. Acestea au implicat: 1) extractia ADN-ului genomic, 2)
amplificarea in vitro prin tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction) a genei ce codifica
pentru ARNr 16S (in cazul tulpinilor bacteriene si arheene) sau a secventei 1TS1-5.8S-1TS2
(in cazul tulpinilor microfungice), 3) secventializarea ampliconilor, 4) compararea
secventelor obtinute cu cele prezente in baza de date GenBank si identificarea gradului de
similitudine dintre acestea. Relatiile filogenetice dintre tulpinile investigate in prezenta

lucrare si speciile de referinta au fost stabilite prin realizarea de arbori filogenetici.

3.2 REZULTATE SI DISCUTII

3.2.1 Descrierea mediilor esantionate
3.2.1.1 Lacurile sdrate din Romdnia

Tn Romania, lacurile atalasohaline (a ciror geneza nu este legata de mediul marin) sunt
larg raspandite. Cinci lacuri sarate (Amara, Balta Alba, Caineni Bai, Movila Miresii, Lacul
Sarat Braila) din regiunea de Sud-Est a tarii (Campia Romana) au fost selectate pentru a fi
investigate in cadrul prezentei lucrari. Conform datelor din literatura de specialitate,
particularitatile lor hidrochimice sunt extrem de dinamice, variind sezonier in functie de
conditiile climatice (Gastescu, 1971).

Parametrii fizico-chimici determinati la momentul prelevarii probelor (august 2019)

au fost prezentati in tabelul 13.
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Tabel 13. Proprietatile fizico-chimice ale lacurilor esantionate'? (dupa Ruginescu si colab., 2020).

Lac bH T DO ORP EC Salinitate Cloruri
(°C) (mg/L) (mV) (mS/cm) (9/kg) (g/L)
AM 8,81+03 2549+0,03 1154+129 1267+2,27 19,05+0,25 11,31 +0,15 3,54 +£0,07
BA 10,16 £ 0,25 24,4 +0,0 3,86 £0,19 -158 +17,9 20,78 +0,18 12,36 £ 0,11 5,52 + 0,07
CB 9,03+0,23 29,96+088 253+1,81 -220 +58,1 52,8 +8,98 35,67 +5,85 17,91 + 0,87
MM  10,15+0,26 22,87+0,09 2,12+051 -94,7+16,7 107,8+0,2 >70 * 38,52 +0,54
BSL 8,05+0,09 36,67+275 0,71+057 -339+439 168,1+4,9 >70 * 150,5+5,9

!Datele sunt prezentate ca medie * deviatie standard (n = 3). 2Abrevieri: T-Temperaturi; DO-Oxigen Dizolvat; ORP-
Potential Oxido-Reduciator; EC-Conductivitate Electrica. * Valori peste limita de detectie a aparatului de masurare.

3.2.1.2 Marea Neagrad
Proprietatile fizico-chimice ale apei Marii Negre la momentul prelevarii probelor
(aprilie 2021) au fost prezentate in tabelul 14. Masuratorile in situ au indicat valori relativ

apropiate de temperaturd, pH, salinitate si conductivitate electricad in cele sase locatii

esantionate (Tabel 14).

Tabel 14. Proprietatile fizico-chimice ale apei Marii Negre!.

5 o DO EC Salinitate
Zona TCC) PH (mgll)  (mSfcm) (g/kg)
Eforie Nord 9,3+0,2 9,4+0,2 48+1 29,1+0,1 18,01 + 0,08
Cap Aurora 11,3+04 92+0,3 99+09 289+0,2 17,87 +0,14

!Datele sunt prezentate ca medie + deviatie standard (n = 3). 2Abrevieri: T-Temperaturd; DO-Oxigen Dizol-
vat; EC-Conductivitate Electrica.

3.2.1.3 Desertul Atacama

Desertul Atacama este localizat pe coasta de vest a Americii de Sud, in nordul statului
Chile, ntinzandu-se pe o lungime de aproximativ 1000 km intre Muntii Anzi si Oceanul
Pacific. Descris ca fiind ,,cea mai aridd regiune imaginabild”, desertul Atacama se
caracterizeaza printr-o cantitate medie anuala de precipitatii mult mai redusa (2 mm/an)
decat a altor deserturi aride precum Gobi (194 mm/an) sau Sahara (20-100 mm/an) (Azua-
Bustos si colab., 2012; Drees si colab., 2006).

Probele prelevate si studiate din punct de vedere microbiologic au fost reprezentate de
roci compuse aproape in totalitate din NaCl (Kampf si colab., 2005). Geneza acestor
formatiuni este legatd de evaporarea continud a apelor subterane (datoritd climatului

hiperarid) si antrenarea sarurilor din sol la suprafata acestuia (Finstad si colab., 2016).
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3.2.2 Densitatea microorganismelor halofile/halotolerante cultivate

3.2.2.1 Abundenta microorganismelor in probele de apa si sedimente din lacurile sarate
Densitatea microorganismelor halofile si halotolerante cultivate a variat considerabil

in cele cinci ecosisteme (Figura 3.6). Variatii semnificative ale numarului de Unitati

Formatoare de Colonii (UFC) au fost observate si intre diferitele locatii ale aceluiasi lac.

(A)

1.03x10% mm MH 5% saruri
0
BSL 1.83x10 B MH 10% séruri
9.41x10°
M MH 20% saruri
5_23x110‘
Es.snm
MM 2.14x10"

mm JCM-168

5 1.50x10°
4
2.43x10
BA 6.00%10°
1.57x102
1.17x10°
am1-00%10°
4.19%10°
1.77x10°
L L 1 L L L] 1
1#10°  1x10' %102 1x10% %104 1x105  1x10¢
UFC/mL
(B)
M MH 10% saruri
BSL ™ MH 20% sdruri
1.01x10° mm JCM-168
MM
1.09x10°

E
9 CB
|

1.22%108

1.33x10*
BA
2.72x10°

AM
3.58x10°

I | 1 1 | 1 1 1 1
1x10° 1x10" 1x102 1x10% 1x104 1x105 1x10¢ 1x107 1x10%
UFClg

Figura 3.6. Abundenta microorganismelor halofile/halotolerante cultivate din cele cinci lacuri, exprimata in

Unitati Formatoare de Colonii (UFC) per 1 mL de apa (A) sau 1 g de sediment (B). Valorile afisate reprezinta
media de UFC determinate in trei locatii diferite ale fiecarui lac, iar barele indicd deviatia standard.

14



3.2.2.2 Abundenta microorganismelor in probele de apd din Marea Neagrd

Densitatea bacteriilor heterotrofe cultivate a fost mai mare in probele de apa din zona
Cap Aurora (2,2x10%-1,32x10* UFC/mL) decét in cele din zona Eforie Nord (2,8x10—
9,3x102 UFC/mL). Comparand cele doui medii de culturi utilizate, s-a constatat ci numirul
de UFC/mL a fost mai mare pe mediul cu apa de mare (ES) decat pe mediul MA.
Considerand ca mediul MA prezintd un continut de saruri de 3,42%, reprezentand o valoare
aproape dubla fata de cea a apei din Marea Neagra (1,8%), este posibil ca salinitatea relativ

crescutd a acestuia sa fie responsabila de inhibarea dezvoltarii unor specii halosensibile.

3.2.2.3 Abundenta microorganismelor in probele de sare din desertul Atacama

Tn probele de sare din desertul Atacama, densitatea microorganismelor cultivate a
variat semnificativ in functie de mediul de culturi utilizat, valoarea cea mai ridicati (1,6x10°
+ 2,1x10* UFC/g) fiind detectatd pe mediul MH cu 10% saruri. Densititi mai reduse au fost
obtinute pe mediile de culturda MH 20% (5,8x10* + 3,4x10% UFC/g) si JCM 168 (1,2x10* +
3,1x10° UFC/g).

3.2.3 Caracteristici fenotipice ale izolatelor microbiene
3.2.3.1 Bacterii, arhee si microfungi din lacurile sarate
o Gradul de halofilie/halotoleranta a izolatelor

Un total de 244 de colonii microbiene cu morfologii relativ distincte (182 colonii
bacteriene, 22 colonii arheene si 40 colonii de microfungi) au fost izolate in culturi pure si
testate pentru capacitatea de a creste la diferite concentratii de sare. Majoritatea (141 izolate;
57,8%) au crescut pe medii de culturd cu salinitati cuprinse intre 0 s1 2 M NaCl (optim la 0—
1 M) si au fost astfel clasificate ca halotolerante. Unele dintre aceste izolate, in special cele
obtinute din lacul hipersalin BSL, au prezentat capacitatea de a creste lent (>10 zile de
incubare) chiar si pe mediile de cultura cu 33,5 M NacCl si au fost astfel considerate ca fiind
halotolerante extreme. O fractiune semnificativ mai micd a fost constituita din izolate
microbiene moderat-halofile (75 izolate; 30,7%) si extrem-halofile (28 izolate; 11,5%) a
caror crestere a fost dependentd de prezenta unor concentratii crescute de saruri in mediul
de cultura. In timp ce majoritatea moderat-halofilelor au crescut Tn intervalul de salinitate
0,5-3 M NaCl (optim la 0,5-1 M), cele mai multe extrem-halofile s-au dezvoltat pe medii
cu salinitati cuprinse intre 2 si 4,5 M NaCl (optim la 2—-3,5 M) (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Abundenta relativa a izolatelor halofile si halotolerante obtinute din cele cinci lacuri inves-
tigate. Numerele din interiorul coloanelor histogramei indicd numarul de izolate microbiene. Modificat
dupa Ruginescu si colab., 2020.

3.2.3.2 Bacterii din Marea Neagrd
o Gradul de halofilie/halotoleranta a tulpinilor

Din 64 de tulpini bacteriene izolate si identificate taxonomic din probele de apa din
Marea Neagra, 47 (73%) au necesitat saruri pentru a creste, incadrandu-se astfel in grupul
microorganismelor halofile. In functie de concentratia de siruri care a asigurat cresterea
optima a tulpinilor, majoritatea (38 tulpini; 59%) au fost clasificate ca slab-halofile (optim
<3,4% saruri) si doar 9 tulpini (14%) au fost incadrate in categoria moderat-halofilelor
(optim >3,4% saruri). Celelalte 17 tulpini (27%), desi au crescut in absenta sarurilor, au
prezentat capacitatea de a le tolera in concentratii relativ crescute (pana la 7-15%, g/v), fiind

astfel clasificate ca halotolerante.

3.2.3.3 Bacterii din desertul Atacama

in ciuda numarului relativ mare de UFC obtinute din probele de sare din desertul
Atacama, diversitatea morfologica a coloniilor a fost limitatd, majoritatea avand forme
rotunde, margini regulate, dimensiuni medii, pigmentatie crem, suprafete lucioase si
profiluri convexe. Doar 23 de colonii aparent distincte au fost selectate pentru a fi purificate.
Toate izolatele bacteriene au fost clasificate ca moderat-halofile, majoritatea crescand n
intervalul de salinitate 0,5-4 M NaCl (optim la 0,5-2 M).
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3.2.4 Activititile hidrolitice extracelulare ale izolatelor microbiene
3.2.4.1 Potentialul hidrolitic al izolatelor obtinute din lacurile sdrate

Tn timp ce 87 de izolate (36%) nu au prezentat potentialul de a degrada niciunul dintre
cele sase substraturi testate, majoritatea (157 izolate; 64%) au produs una sau mai multe
categorii de enzime. Enzimele produse cel mai frecvent au fost proteazele si lipazele, iar
distinctii clare in ceea ce priveste tipul si numarul activitatilor hidrolitice extracelulare au
fost observate Intre izolatele bacteriene, arheene si microfungice.

Din cele 182 de izolate bacteriene, 72 au fost identificate taxonomic. Acestea au fost
incadrate Tn trei clase: Bacilli (58,3%), Gammaproteobacteria (40,3%) si Actinobacteria
(1,4%) (a se vedea subcapitolul 3.2.5.1). Potentialul hidrolitic al tulpinilor din clasa Bacilli
(genurile Bacillus, Virgibacillus, Salinicoccus, Marinococcus, Halobacillus, Planococcus,
Thalassobacillus si Salimicrobium) a fost mult mai mare comparativ cu cel al tulpinilor din
clasa Gammaproteobacteria (genurile Halomonas, Salinivibrio, Vibrio, ldiomarina si
Psychrobacter). Tn acest sens, majoritatea tulpinilor din clasa Bacilli au produs proteaze
(78%) si lipaze (66%), urmate de xilanaze (52%), amilaze (47%), celulaze (40%) si
pectinaze (19%). Pe de alta parte, tulpinile din clasa Gammaproteobacteria au produs in
proportii mai reduse in special lipaze (31%) si proteaze (20%) (Tabel 18).

Tabel 18. Distribuirea in clase a tulpinilor bacteriene producitoare de hidrolaze din lacurile sérate.

Proteaze Lipaze Amilaze Celulaze  Xilanaze  Pectinaze

Clasa (Nr. tulpini) Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini ~ Nr. tulpini  Nr. tulpini
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Gammaproteobacteria (29) 6 (20,7) 9 (31) 2 (6,9) 13,4) 3(10,3) 2 (6,9)
Bacilli (42) 33(78,6) 28(66,7) 20(47,6) 17 (40,5) 22(52,4) 8 (19)
Actinobacteria (1) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 0

Tulpinile din genul Bacillus au fost in general halotolerante si au prezentat activitati
hidrolitice superioare celorlalti taxoni izolati. Acestea au sintetizat combinatii de trei sau mai
multe enzime. Mai mult decat atat, sase tulpini (denumite BSL P1.§, MM P1.8A, AM P2.6,
AM N P1.17, BA N P2.7, CB N P1.6) au prezentat capacitatea de a degrada toate cele sase
substraturi testate (Figura 3.15).
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Tulpini Identificare pe baza secventei ARNr 16S Crestere la diferite salinitati (M NaCl) Enzime sintetizate

Gen, specie Similitudine (%) Di i (pb) Cod k 0 05 1 2 3 35 4 45 Prot Lip Ami Cel Xil Pec
BSLP1.2 Halomonas sp. 97.86 1212 MWO036394
BSLP1.4 Halomonas sp. 97.90 1183 MWO036392
BSLP1.5 Halomonas sp. 97.95 974 MWO036391
BSLP2.4 Halomonas sp. 98.70 923 MWO036387
BSLN P1.6 Halomonas sp. 97.14 1154 MWO036410
« BSLNP3.4  Halomonas sp. 98.75 719 MWO036375
E BSLP1.8 Bacillus sp. 98.40 1003 MWO036386
+® BSLP2.1 Bacillus sp. 99.14 1052 MW036388 d
’s'/a‘i BSLP1.11A Virgibacillus sp. 98.27 980 MWO036385
E BSLP1.15  Virgibacillus sp. 99.25 1060 MWO036384
= BSLP1.19  Virgibacillus sp. 99.43 1054 MWO036390
BSLP3.6 Virgibacillus sp. 99 999 MWO036389
BSLN P1.8  Virgibacillus sp. 99.32 1026 MWO036383
BSLP1.3 Salinicoccus sp. 98.45 257 MWO036393
BSLN P1.1  Salinicoccus sp. 98.72 703 MWO036374
BSLPLX2  Nocardiopsis sp. 97.56 737 MW036395 [ ] [ ]
BSLEP1.2  Marinococcus sp. 99.71 1033 MWO036442
MM P1.3 Halomonas sp. 99.63 1066 MWO036376 -
MM P1.14  Halomonas sp. 98.78 1143 MWO036382
MM P2.9 Halomonas sp. 99.27 1096 MWO036400
MM P3.3 Halomonas sp. 99.13 1040 MW036398
MM N P1.4 Halomonas sp. 99.26 1077 MWO036405
MM P1.2 Bacillus sp. 99.59 987 MWO036377
= MM P1.4 Bacillus sp. 99.53 1081 MWO036379
£ MMPL8A Bacillus sp. 99.34 612 MW036380 B
E MM P1.12  Bacillus sp. 97.03 941 MWO036381
3 MMP23  Bacillus sp. 99.42 1034 MW036401
= MM P2.8 Bacillus sp. 99.16 1067 MWO036378
MM N P2.8 Bacillus sp. 99.71 1025 MWO036406
MM P3.2 Virgibacillus sp. 97.83 1055 MWO036404 Crestere
MM N P1.1 Salinicoccus sp. 98.22 953 MWO036397 Absents
MM N P2.Y Salinicoccus sp. 98.95 1052 MWO036402 Scézutd
MM N P1.3  Salinivibrio sp. 98.53 1091 MWO036396 Medie
MM P2.13  Vibrio sp. 99.41 1018 MWO036399 - Tnalts
AM P3.2 Halomonas sp. 99.52 1043 MWO036409 Activitate enzimatica
AMN P1.6 Halomonas sp. 98.78 1140 MWO036425 Crestere absentd
AMN P2.5 Halomonas sp. 99.16 946 MWO036424 Absentd
AM P2.6 Bacillus sp. 99.71 1035 MWO036403 Scizutd
AMN P1.2  Bacillus sp. 99.71 1018 MWO036423 - Medie
AMN P1.3  Bacillus sp. 99.63 1070 MWO036421 -Tnalté
o AMNPL17 Bacillus sp. 99.81 1049 MWO036408 || I
E AMN P2.3  Bacillus sp. 99.45 1089 MWO036422
< AMP2.7 Halobacillus sp. 99.86 707 MWO036439
AM N P1.5  Halobacillus campisalis 99.72 1053 MWO036441
AMN P1.1  Planococcus sp. 99.27 954 MWO036420
AM N P1.8  Planococcus sp. 99.13 1035 MWO036415
AM P2.9 Thalassobacillus devorans 99.38 973 MW036440
AM P1.8 Idiomarina sp. 99.44 1061 MWO036407
AM P2.5 Psychrobacter sp. 100 1006 MWO036416 -
AM N EP2.5 Marinococcus sp. 99.70 1000 MWO036443
BAP1.1 Halomonas sp. 99.45 1083 MWO036428
BANP2.4  Halomonas sp. 99.71 691 MWO036432
BANP2.6 Halomonas sp. 99.43 1046 MWO036434
BANP3.6  Halomonas sp. 99.54 1075 MWO036430
BANP3.9  Halomonas sp. 99.45 1083 MWO036429
8 BAPL3  Bacillus sp. 99.66 890 MW036431 H B
E BANP1.2  Bacillus sp. 99.79 974 MWO036436
S BANPLA  Bacillus sp. 100 1005 MW036427 B
BANP3.3  Bacillus sp. 100 1093 0L454645
BANP2.5  Bacillus sp. 99.70 670 MWO036435
BANP27  Bacillus sp. 99.63 1072 MW036426 H B
BANP3.8  Bacillus sp. 99.80 982 MWO036437
BAP1.4 Halobacillus sp. 99.15 1063 MWO036438
BANEP1.1 Marinococcus sp. 100 544 MWO036444
BA N EP1.4  Salimicrobium halophilum 99.61 1024 MWO036445
CBNP1.1A Halomonas sp. 99.57 1156 MWO036413
CBNP1.3  Halomonas sp. 99.22 1148 MWO036414
;% CBNPL4  Halomonas sp. 99.63 1093 MWO036417
"2 CBNP3.2  Halomonas sp. 99.33 1045 MWO036419
£ CBNPLE  Bacillus sp. 99.30 861 MW036433 |
© CBNP2.1B Virgibacillus sp. 99.54 1084 MWO036418
CBP1.1 Salinivibrio proteolyticus 99.28 1115 MWO036411
CBP15 Salinivibrio costicola 99.29 1129 MWO036412

Figura 3.15. Reprezentare grafica care coreleaza filogenia tulpinilor bacteriene izolate din lacurile sarate
cu capacitatea de a creste la diferite salinitati si nivelul activitatilor hidrolitice. Abrevieri: Prot (proteaze),
Lip (lipaze), Ami (amilaze), Cel (celulaze), Xil (xilanaze), Pec (pectinaze), pb (perechi de baze).



Comparativ cu izolatele bacteriene, potentialul celor 22 de reprezentati arheeni de a
produce hidrolaze extracelulare a fost mai limitat. Tn acest sens, singurele enzime hidrolitice
produse de un numar redus de izolate au fost amilazele (patru izolate; 18%) si celulazele
(doud izolate; 9%). Cea mai promititoare tulpind, din punct de vedere al intensitatii

activitatilor hidrolitice, a fost Haloterrigena turkmenica MM N EP2.5 (Figura 3.16).

Tulpini Identificare pe baza secventei ARNr 16S Crestere la diferite salinitati (M NaCl) Enzime sintetizate

Gen, specie Similitudine (%) Di i (pb) Cod k 0 05 1 2 3 35 4 45 Prot Lip Ami Cel Xil Pec
BSLEP3.6  Natribaculum sp. 99.71 1021 MW052695 i Crestere
BSLEP3.10  Natribaculum longum 99.31 1162 MW052696 Absenta
BSLEP3.13  Halorubrum kocurii 98.86 1057 MWO052697 Scazutd
BSLN EP1.1  Halovarius luteus 99.68 944 MW052698 Medie
MM N EP2.5 Haloterrigena turkmenica 99.44 1066 MW052699 - fnalta
MMEP1.7  Natronorubrum aibiense 99.15 1064 MW052703
MM N EP3.2  Natronorubrum aibiense 99.19 1111 MW052704 Activitate enzimaticd
AM N EP2.14 Halostagnicola larsenii 99.03 1137 MWO052705 Crestere absent3
BANEP3.1  Halostagnicola larsenii 99.22 1148 MWO052706 Absent3
CBNEP1.1  Halovarius luteus 99.51 1019 MW052700 Scizutd
CBNEP1.2  Halovarius luteus 99.07 754 MW052701 Medie
CBNEP1.4  Halovarius luteus 99.10 1112 MWO052707 Tnalts
CBN EP1.23  Natribaculum longum 99.26 1075 MW052702

Figura 3.16. Reprezentare grafica care coreleaza filogenia tulpinilor arheene izolate din lacurile sarate cu
capacitatea de a creste la diferite salinitati si nivelul activitatilor hidrolitice. Abrevieri: Prot (proteaze), Lip
(lipaze), Ami (amilaze), Cel (celulaze), Xil (xilanaze), Pec (pectinaze), pb (perechi de baze).

Dintre cele 40 de izolate microfungice, 30 (75%) au produs pectinaze, 17 (42,5%) au
produs celulaze, 15 (37,5%) au produs proteaze, 14 (35%) au produs xilanaze, 13 (32,5%)
au produs lipaze si doar 6 izolate (15%) au sintetizat amilaze. Tulpinile microfungice care
au prezentat cele mai promitatoare activitati hidrolitice au apartinut genurilor Aspergillus,

Penicillium si Emericellopsis.

3.2.4.2 Potentialul hidrolitic al izolatelor obtinute din Marea Neagrd

Din cele 64 de tulpini bacteriene izolate din Marea Neagra, 53 (82,8%) au prezentat
potentialul de a degrada cel putin unul din sase substraturi testate. Enzimele sintetizate cel
mai frecvent au fost cele din categoria lipazelor (60,9%). Acestea au fost urmate de enzimele
amilolitice (43,7%), proteolitice (42,2%), celulozolitice (31,2%), pectinolitice (21,9%) si
xilanolitice (17,2%). Nu au fost observate diferente semnificative ale tipurilor de activitéti
enzimatice in functie de locatiile geografice din care au fost izolate tulpinile bacteriene.

In urma identificarii taxonomice a celor 64 de tulpini bacteriene, acestea au fost
incadrate in sase clase: Gammaproteobacteria (42,2%), Alphaproteobacteria (9,4%),
Betaproteobacteria (3,1%), Flavobacteriia (23,5%), Bacilli (15,6%) si Actinobacteria
(6,2%) (Tabel 19).
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Tulpinile bacteriene care au prezentat cele mai intense activitati hidrolitice au apartinut
genurilor Pseudoalteromonas, Paraglaciecola, Polaribacter, Aquimarina, Cellulophaga,

Bacillus, Metabacillus, Isoptericola si Streptomyces.

Tabel 19. Distribuirea in clase a tulpinilor producatoare de hidrolaze din Marea Neagra.

Proteaze Lipaze Amilaze Celulaze  Xilanaze  Pectinaze

Clasia (Nr. tulpini) Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini  Nr. tulpini
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Gammaproteobacteria (27) 8 (29,6) 22 (81,5) 10 (37) 7 (25,9) 4 (14,8) 4 (14,8)
Alphaproteobacteria (6) 0 3 (50) 0 0 0 0
Betaproteobacteria (2) 0 0 0 0 0 0
Flavobacteriia (15) 8 (53,3) 9 (60) 7 (46,6) 9 (60) 4 (26,6) 1 (6,6)
Bacilli (10) 9 (90) 3(30) 9 (90) 2 (20) 1(10) 6 (60)
Actinobacteria (4) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 3 (75)

3.2.4.3 Potentialul hidrolitic al izolatelor obtinute din desertul Atacama

Din cele 23 de izolate bacteriene obtinute din probele de sare din desertul Atacama,
majoritatea (19 izolate) au prezentat capacitatea de a sintetiza enzime lipolitice. Un numar
mai redus de izolate bacteriene au produs pectinaze (11 izolate), proteaze (un izolat) sau
celulaze (un izolat). Niciuna dintre acestea nu a prezentat insa potentialul de a hidroliza
amidonul, gelatina sau inulina.

Opt din cele 23 de tulpini bacteriene izolate din probele de sare din desertul Atacama
au fost selectate pe baza caracterelor fenotipice si identificate la nivel de gen/specie prin
secventializarea genei ADNr 16S. Pe baza secventelor obtinute, tulpinile au fost incadrate

in doua genuri: Halomonas (sapte tulpini) si Idiomarina (o tulpina).
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CAPITOLUL 4

STUDIUL ACTIVITATII HIDROLAZELOR PRODUSE DE TULPINILE
HALOFILE ST HALOTOLERANTE SELECTIONATE

4.1 MATERIALE SI METODE

4.1.1 Metode de determinare cantitativa a activitatilor enzimatice
4.1.1.1 Testarea activitatii proteazice

Principiul metodei: Degradarea enzimatica a proteinelor conduce la eliberarea de
peptide si aminoacizi, printre care si tirozind. Aceasta din urma interactioneaza cu reactivul
Folin-Ciocalteu si genereaza cromatofori de culoare albastra, cuantificabili prin masurarea
spectrofotometrica a densitatii optice (Cupp-Enyard, 2008).
4.1.1.2 Testarea activitdtii esterazice

Principiul metodei: Degradarea enzimatica a p-NPB conduce la eliberarea p-
nitrofenolului care prin deprotonare formeaza cromoforul p-nitrofenolat. Acesta din urma
este cuantificabil prin masurarea densitatii optice (Pliego si colab., 2015).
4.1.1.3 Testarea activitatii lipazice

Principiul metodei: Hidroliza enzimatica a uleiului conduce la eliberarea de acizi grasi
care pot fi cuantificati prin titrare cu o solutie alcalina (NaOH) in prezenta unui indicator de
pH (fenolftaleind) (Gupta si colab., 2003).
4.1.1.4 Testarea activitatii Xilanazice

Principiul metodei: Xiloza eliberata in urma hidrolizei enzimatice a xilanului prezinta
proprietatea de a reduce acidul 3,5-Dinitrosalicilic la acid 3-amino-5-nitrosalicilic. Acesta
din urma, datoritd culorii rosiatice, poate fi cuantificat prin masurarea densitatii optice la
lungimea de unda de 540 nm (Miller, 1959).
4.1.1.5 Testarea activitatii celulazice

Principiul metodei: Hidroliza enzimaticd a carboximetilcelulozei conduce la
eliberarea de glucoza care prezinta proprietatea de a reduce acidul 3,5-Dinitrosalicilic la acid
3-amino-5-nitrosalicilic. Cuantificarea acestuia din urma se realizeaza prin masurarea

densitatii optice (A=540 nm) (Miller, 1959).
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4.2 REZULTATE SI DISCUTII

4.2.1 Evaluarea cantitativa a activitatilor enzimatice

Tulpinile bacteriene si microfungice care in urma estimdrilor semicantitative
(subcapitolul 3.2.4) s-au remarcat prin activitati hidrolitice promitatoare si care, in plus, au
prezentat caracteristici fiziologice favorabile proceselor biotehnologice (vitezd de crestere
relativ crescuta, capacitatea de a creste intr-un spectru de salinitate larg, potentialul de a
produce multiple enzime hidrolitice) au fost selectionate pentru a fi supuse evaluarilor

cantitative ale activitatilor enzimatice.

4.2.1.1 Activitatea proteazici

Dintre tulpinile testate, Bacillus sp. BA N P2.7 (61 U/mL), Bacillus sp. MM P1.8A
(55 U/mL), Bacillus sp. AM N P1.17 (47 U/mL) si Salinivibrio sp. MM N P1.3 (45 U/mL)
au prezentat cele mai intense activitati proteolitice. Celelalte tulpini bacteriene si

microfungice testate au prezentat activitati proteolitice relativ slabe, cuprinse intre 1,2 si 7,6

U/mL (Tabel 20).

Tabel 20. Rezultatele determinarilor cantitative ale activitatii proteazice a tulpinilor selectionate,
in conditiile de cultivare si testare specificate.

Conditii de testare a Activitate

Conditii de cultivare o el es .
’ activitatii proteazice

Tulpini proteazica

Mediu de Temp. | Agitare = Timp | Temp. | Timp H (U/mL)
culturad (°C) (rpm) (zile) (°C) (min) P

Bacillus sp.

MM PLSA 3 55,7+6,4

Bacillus sp.

AM N P17 3 475%44

Bacillus sp.

BA N P2.7 3 e 61,2+2,7

Salinicoccus sp. '

BSL N P11 3 1,2+0,3

Salinivibrio sp. MH modificat

MM N P1.3 (0,5 M NaCl, 3 5207

T o s 30

Virgibacillus sp. 1% cazeind), 2 1,9+0,2

BSL N P1.8 pH7 140 37 20 T

Marinococcus sp. 6 13

BA N EP1.1 '

Nocardiopsis sp.

BSL P1.X2 ! 7 43+06

Penicillium sp.

BSL FP3.2 5 76+0,1

Aspergillus sp.

BSL FP1.2 ° 1x01

MH modificat
Idiomarina sp. (1 M Nacl,
AD-6 1% cazeind), 28 4 7.5 18+0.76
pH 7,2
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4.2.1.2 Activitatea esterazica

Rezultatele testarilor (Tabel 21) au evidentiat ca cea mai intensa activitate a fost
produsa de tulpina Bacillus sp. BA N P3.3 (0,175 U/mL).

Tabel 21. Rezultatele determinarilor cantitative ale activitatii esterazice a tulpinilor selectionate,
in conditiile de cultivare si testare specificate.

Conditii de testare a Activitate

Conditii de cultivare S :
’ activitatii esterazice

Tulpina esterazica

Mediu de Temp. | Agitare = Timp | Temp. | Timp H (mU/mL)

cultura (°C) (rom) | (zile) (°C) (min) P
Bacillus sp.
BA N P2.7 4 38,4:08
Bacillus sp.
BANP1.2 4 239+09
Bacillus sp.
BAN P3.3 4 175+£7,1
Bacillus sp.
BA N P3.8 4 17£0.1
Bacillus sp.
AM N P1.17 4 4408
Bacillus sp. MH modificat
4 31,406
CBN P16 O5SMNaCl 1 5, 140 37 15 | 75
. 0, 1

Bacillus sp. 1% Tween 80) 4 957402
MM P1.8A pH7 e
Salinivibrio sp.
MM N P13 4 17,4+0,1
Salinivibrio sp.
CB P11 4 15,4+0,2
Psychrobacter sp.
AM P25 4 2801
Penicillium sp.
BSL FP3.2 S 3041
Penicillium sp.
MM FP1.4 S 63,736

4.2.1.3 Activitatea lipazica

Activitatea lipazicad a fost determinata in lichidul de cultura a 12 tulpini microbiene
selectionate anterior pentru potentialul de a descompune compusul Tween 80 (Tabel 21).
Rezultatele determindrilor titrimetrice au evidentiat cd doar doud tulpini au prezentat
capacitatea de a sintetiza enzime lipolitice extracelulare care sa hidrolizeze uleiul de masline.
Acestea au fost reprezentate de Bacillus sp. AM N P1.17 si Penicillium sp. MM FP1.4 (Tabel
22). Celelalte tulpini testate au produs enzime capabile sd cliveze legaturile esterilor cu
structurd chimica relativ simpla (solubili in apa) precum compusul Tween 80 si p-NPB, dar

nu si substraturile lipidice mai complexe precum trigliceridele (insolubile in apd).
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Tabel 22. Rezultatele determinarilor cantitative ale activitatii lipazice a tulpinilor microbiene, in

conditiile de cultivare si testare specificate.

Conditii de testare a

Conditii de cultivare e s i s
’ activititii lipazice

Tulpina Mediu de Temp. | Agitare = Timp | Temp. | Timp H
cultura (°C) (rpm) | (zile) (°C) (min) P
Bacillus sp. MH modificat
AM N P1.17 (0,5M NaCl,
Penicilli 0,5% Tween 80 si 30 140 3 37 30 7,5
ENICITIUM SP. | 104 i masline)
MM FP1.4 pH 7

4.2.1.4 Activitatea xilanazica

Activitate
lipazica
(U/mL)

2,83+0,17

2,66 +0,16

Dintre cele 10 tulpini microbiene testate, activitatea xilanazicd cea mai intensd a fost

produsa de Bacillus sp. BA N P1.4 (29 U/mL) (Tabel 23).

Tabel 23. Rezultatele determinarilor cantitative ale activitatii xilanazice a tulpinilor selectionate,

in conditiile de cultivare si testare specificate.

Conditii de testare a

Conditii de cultivare c eimee o .
activitatii xilanazice

Tulpina
Mediu de Temp. | Agitare | Timp | Temp. @ Timp H
cultura (°C) (rpm) (zile) (°C) (min) P
Bacillus sp. 3
BSL P2.1
Bacillus sp. 3
MM P1.8A
Bacillus sp. 3
MM P2.8
Bacillus sp. 3
BA NP1.4 10
Bacillus sp. MH modificat 3
AM N P1.17 (0,5 M NaCl,
Nocardiopsis sp. 1% xilan) 30 140 4 37 s
BSL P1.X2 pH 7
Penicillium sp. 5
BSL FP3.2
Emericellopsis sp. 5
MM FP1.2
Emericellopsis sp.
SED MM2 5 15
Emericellopsis sp.
SED Al 5 15

4.2.1.5 Activitatea celulazica

Activitate
xilanazica
(U/mL)

1,8
23+0,1
16,2+ 0,5
29,2+0,2

9+04
24+0,1

4
51+0,5

0,85

1,1

Dintre cele 8 tulpini microbiene selectionate pentru potentialul de a produce enzime

celulozolitice extracelulare, Bacillus sp. AM N P1.17 a prezentat activitatea cea mai intensa
(0,075 U/mL). Acesta a fost urmata de tulpina Penicillium sp. BSL FP3.2 (0,062 U/mL), a

carei activitate celulazicd a fost cu aproximativ 17% mai scdzuta decat cea a tulpinii AM N

P1.17 (Tabel 24).
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Tabel 24. Rezultatele determinarilor cantitative ale activitatii celulazice a tulpinilor selectio-

nate, 1n conditiile de cultivare si testare specificate.

Conditii de testare a

Conditii de cultivare el e .
’ activitatii celulazice

Tulpina
Mediu de Temp. | Agitare = Timp | Temp. | Timp H
cultura (°C) (rom) | (zile) (°C) (min) P
Bacillus sp. 3
BSL P2.1
Bacillus sp. 3
MM P2.8
Bacillus sp. 3
AM N P1.17
gf"l\llu;fg' MH modificat 3
. (0,5 M NaCl,
Bacillus sp. 0,5% CMC) 30 140 3 37 30 !
BANP1.2 pH7
Bacillus sp. 3
CB N P1.6
Penicillium sp. 5
BSL FP3.2
Aspergillus sp. 5
MM FP1.1

Activitate
celulazica
(mU/mL)

55,1+0,8
46,7+0,1
756+3,1
57,9+0,8
37,7+0,6
53,3+1,.2
62,4+04

47,1+0,7

4.2.2 Studiul activitatii proteazelor produse de Bacillus sp. AM N P1.17

4.2.2.2 Conditiile optime pentru sinteza proteazelor

Activitatea enzimatica 1n lichidul de cultura a inregistrat cel mai Tnalt nivel atunci cand

tulpina a fost cultivata timp de 72 h la 30 °C, intr-un mediu al carui pH initial a fost ajustat

la valoarea 8. Sinteza proteazelor a fost influentati semnificativ de timpul de incubare. In

acest sens, activitatea proteazica a crescut de la 18,6 U/mL dupa 24 h la 44,9 U/mL dupa 48
h sila 50,4 U/mL dupa 72 h. Comparand aceste rezultate cu cinetica de crestere a tulpinii, s-

a constatat ca activitatea proteazica a atins nivelul maxim in faza stationara de crestere a

culturii bacteriene (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Influenta sursei de carbon/azot asupra dinamicii de crestere a tulpinii Bacillus sp. AM N P1.17,

corelata cu nivelul activitatii proteazice in lichidul de cultura.
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4.2.2.3 Proprietitile catalitice ale proteazelor
In conditiile standard de testare (37 °C, pH 8), activitatea proteazici specificd in
lichidul de cultura a fost de 1,75 U/mg. In urma concentririi enzimelor prin precipitare cu

acetona, activitatea enzimatica a fost potentata la 11,6 U/mg (Tabel 25).

Tabel 25. Purificarea partiala a proteazelor produse de tulpina Bacillus sp. AM N P1.17.

< Activitate proteazicd Concentratie ACtIV.Itat.e Randament  Factor de
Etapa totala (U) proteine (mg) specifica (%) purificare
(U/mg)
Lichid de culturd 47,5 27,1 1,75 100 1
Precipitare cu acetona 22 19 11,6 46,3 6,6

Proteazele au prezentat activitate catalitica in intervale relativ largi de temperatura
(20-80 °C) si pH (6-10). Activitdtile cele mai intense au fost detectate la 50—70 °C si pH 8
(Figura 4.7 A, B). Desi proteazele au actionat optim la temperaturi ridicate, acestea nu au
fost stabile Tn timp la temperaturi de peste 20 °C (Figura 4.7 D). In ceea ce priveste efectul

salinitatii, s-a observat ca proteazele sunt active in intervalul 0—-1 M NaCl (Figura 4.7 C).
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Figura 4.7. Efectul temperaturii (A), pH-ului (B) si concentratiei de NaCl (C) asupra activititii proteazelor;
(D) Efectul temperaturii asupra stabilitatii proteazelor.
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4.2.3 Studiul activitatii esterazelor produse de Bacillus sp. BA N P3.3

4.2.3.2 Proprietdtile catalitice ale esterazelor

in conditiile de testare stabilite (37 °C, pH 7,5), activitatea esterazica specifica in
lichidul de cultura a fost de 0,016 U/mg, iar in precipitatul proteic, aceasta a fost de 7,75 ori
mai intensa (0,124 U/mg) (Tabel 26).

Tabel 26. Purificarea partiala a esterazelor produse de tulpina Bacillus sp. BA N P3.3.

< Activitate esterazici Concentratie ACtIV.ItaEe Randament  Factor de
Etapa totala (U) proteine (rﬁg) specificd (%) purificare
(U/mg)
Lichid de culturd 0,175 10,75 0,016 100 1
Precipitare cu acetona 0,06 0,485 0,124 34 7,75

Esterazele au actionat in intervale largi de temperatura (2080 °C) si salinitate (0—4 M
NaCl), la pH neutru si alcalin. Enzimele au fost stabile pentru cel putin 48 h la temperaturi

cuprinse intre 4 °C si 40 °C, dar au fost inactivate rapid la >60 °C (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Efectul temperaturii (A), pH-ului (B) si concentratiei de NaCl (C) asupra activitatii esterazelor
purificate partial; (D) Efectul temperaturii asupra stabilitatii esterazelor.
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4.2.4 Studiul activitatii xilanazelor produse de Bacillus sp. BAN P1.4

4.2.4.2 Proprietitile catalitice ale Xilanazelor
In conditiile de temperatura si pH alese (37 °C, pH 7), activitatea specifici a
xilanazelor in lichidul culturii bacteriene a fost de 2,43 U/mg, iar in urma concentrarii

proteinelor prin precipitare cu acetona, aceasta a fost de 11,3 U/mg (Tabel 27).

Tabel 27. Purificarea partiald a xilanazelor produse de tulpina Bacillus sp. BA N P1.4.

Activitate

s Al Coneals Sy Fendamert Fecor e
(U/mg)
Lichid de cultura 29,2 12 2,43 100 1
Precipitare cu acetond 21 1,86 11,3 12 4,65

Xilanazele au fost active in conditii variate de temperatura (20-80 °C), pH (5-10) si
salinitate (0-5 M NaCl). Enzimele au fost stabile intre 4 si 40 °C pentru cel putin 42 h, dar
si-au pierdut rapid activitatea catalitica la >60 °C (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Efectul temperaturii (A), pH-ului (B) si concentratiei de NaCl (C) asupra activitatii xilanazelor
produse de Bacillus sp. BA N P1.4; (D) Efectul temperaturii asupra stabilitatii xilanazelor.
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4.2.5 Studiul activitatii celulazelor produse de Bacillus sp. AM N P1.17
4.2.5.2 Proprietdtile catalitice ale celulazelor

Enzimele celulozolitice din lichidul de culturd au prezentat o activitate specifica de
0,008 U/mg (la 37 °C, pH 7), aceasta fiind potentata la 0,032 U/mg in urma concentrarii prin

precipitare cu acetona (Tabel 28).

Tabel 28. Purificarea partiald a celulazelor produse de tulpina Bacillus sp. AM N P1.17.

< Activitate celulazicd Concentratie ACtIV.Itat.e Randament  Factor de
Etapa totali (U) proteine (rr;g) specifica (%) purificare
(U/mg)
Lichid de cultura 0,071 8,66 0,008 100 1
Precipitare cu acetond 0,043 1,33 0,032 60,5 4

Celulazele au fost active la temperaturile din intervalul 20-80 °C (optim 70 °C), la pH
4-10 (optim 7) si la concentratii de NaCl cuprinse intre 0 si 5 M (optim 0 M). Enzimele au
fost stabile intre 4 si 40 °C pentru cel putin 48 h. In plus, dupi 2 h de incubare la 60 °C,
acestea au retinut 73% din activitatea maxima, dar si-au pierdut complet activitatea dupa 24

h (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Efectul temperaturii (A), pH-ului (B) si concentratiei de NaCl (C) asupra activitatii celulazelor
produse de Bacillus sp. AM N P1.17; (D) Efectul temperaturii asupra stabilititii celulazelor.
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CAPITOLUL 5

EVALUAREA PRELIMINARA A EFICACITATII ESTERAZELOR
HALOTOLERANTE IN BIOCURATAREA PICTURILOR MURALE

5.1 MATERIALE SI METODE

5.1.1 Realizarea modelelor experimentale

Eficacitatea utilizarii esterazelor halotolerante produse de tulpina bacteriana Bacillus
sp. BA N P3.3 in curatarea picturilor murale a fost evaluata utilizind modele de laborator
reprezentate de caramizi pictate si imbatranite artificial (Figura 5.1). Dupa uscare, pe fiecare
model experimental s-au aplicat prin pensulare in trei straturi: rasina acrilica Paraloid B-72,

ulei de floarea soarelui si ceard topita.

Figura 5.1. Etapele pregétirii modelelor experimentale.

5.1.2 Pregatirea gelurilor si incorporarea solutiei enzimatice

Solutia enzimatica utilizata in cadrul experimentelor de biocuratare a fost reprezentata
de proteinele extracelulare obtinute prin precipitare cu acetond din lichidul de cultura al
tulpinii Bacillus sp. BA N P3.3.

Procesul de biocuritare s-a bazat pe incorporarea solutiei enzimatice in hidrogeluri si
aplicarea acestui amestec pe suprafetele modelelor de laborator imbatranite artificial. Patru
tipuri de geluri polizaharidice reprezentate de Vanzan NF-C (Vanderbilt Minerals), Gellano
Kelcogel (C.T.S.), Agarart (C.T.S.) si Klucel (Ashland) au fost preparate si evaluate in
functie de patru criterii: 1) posibilitatea incorporarii enzimelor in gel evitand inactivarea

acestora de catre temperaturile inalte necesare dizolvarii polizaharidului, 2) usurinta aplicarii
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pe suprafetele de interes, 3) posibilitatea indepartarii complete fara afectarea stratului

pictural si 4) penetrabilitatea redusa in porii suprafetelor pictate.

5.1.3 Aplicarea tratamentului de biocuratare

Hidrogelurile cu enzime fincorporate s-au aplicat pe suprafetele modelelor
experimentale, in careuri de 6,25 cm? (Figura 5.2). Modelele experimentale au fost incubate
la temperatura camerei, timp de 5 h sau 10 h. Succesiv, hidrogelurile au fost indepartate cu
ajutorul unei spatule, iar suprafetele tratate au fost curdtate de reziduurile ramase (urme de
gel, solutie enzimaticd, produsi de hidroliza).

n paralel cu amestecurile Hidrogel-Enzima, au fost pregitite si hidrogeluri care au
continut exclusiv solutia tampon. Acestea au reprezentat martorii negativi si au fost aplicate

pe suprafetele modelelor experimentale prin metodele descrise mai sus.

B e

Figura5.2. Aplicarea hidrogelurilor (Agarart si Gellano Kelcogel) pe modele experimentale.

5.1.4 Metode de evaluare calitativa a eficacitatii biocuratarii

Modificarile morfologice determinate de hidroliza rasinii acrilice Paraloid B-72, a
uleiului sau a cerii au fost examinate la microscopul optic digital sau la microscopul
electronic de baleiaj (SEM).

5.2 REZULTATE

5.2.1 Caracteristicile hidrogelurilor

e Produsul Vanzan NF-C nu necesita temperaturi ridicate pentru a se dizolva, neexistand
astfel riscul inactivarii termice a enzimelor. Acesta se aplica si se indeparteaza relativ usor,
dar este partial absorbit 1n porii suportului.

e Produsul Gellano Kelcogel necesita temperaturi ridicate (>80 °C) pentru a se dizolva,

motiv pentru care enzimele nu pot fi adaugate In amestec decat in momentul in care
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temperatura a scizut la aproximativ 50 °C. Incorporarea enzimelor in gel este dificila
deoarece acesta din urma solidifica relativ repede la temperaturi mai mici de 60 °C.

e Produsul Agarart necesitd de asemenea temperaturi ridicate pentru dizolvare, dar
solidificarea este mai lenta si are loc la o temperatura mai scazuta decat in cazul produsului
Gellano Kelcogel. Aceasta caracteristica permite inglobarea mai facila a enzimelor, fara a
exista riscul inactivarii termice a acestora. Aplicarea si indepartarea de pe suprafetele murale
se fac cu usurinta.

e Produsul Klucel prezintd avantajul cd dizolvarea se realizeaza la temperaturi scazute
si astfel nu exista riscul degradarii enzimelor. Totusi, exista si urmatoarele dezavantaje: a)
necesita timp indelungat (~24 h) pentru dizolvare, b) trebuie utilizate cantitati mari pentru
obtinerea consistentei semisolide, c) indepartarea necesita spalari repetate cu vata umezita

in apa deoarece patrunde in porii suportului.

5.2.2 Rezultatele evaluarii calitative a eficacitatii biocuratarii

Suprafetele modelelor de laborator tratate cu esteraze inglobate in hidrogeluri au
prezentat modificari morfologice asociate hidrolizei partiale a celor trei tipuri de depuneri.
Indepartarea depunerilor de risind acrilicd si ulei a fost mai accentuatid decat in cazul
depunerilor de ceara. Examinarile prin microscopie optica au demonstrat ca suprafetele
tratate cu esteraze au prezentat un grad mai redus de reflexie a luminii decat suprafetele
martorilor negativi. De asemenea, analizele SEM au pus in evidenta diferente semnificative
ale texturii suprafetelor tratate de cele netratate. In cazul depunerilor de risini acrilica
Paraloid B-72 s-au observat compusi cu forme neregulate rezultati in urma procesului de
hidroliza.

Rezultatele biocuratarii nu au variat semnificativ in functie de tipul de pigment aplicat
(rosu, albastru, galben sau verde). Totusi, in cazul modelelor experimentale peste care s-a
aplicat ulei vegetal, straturile picturale de culoare rosie si galbena au devenit foarte casante
si s-au desprins de pe suport dupa aplicarea hidrogelurilor. In aceste cazuri, biocuratarea nu
a putut fi evaluata corect. Modelele experimentale peste care au fost aplicate rasind acrilica
si ceara S-au caracterizat printr-o buna aderare a pigmentilor la suport.

Timpul de contact a enzimelor incorporate in hidrogeluri cu suprafata modelelor
experimentale a reprezentat un parametru important al procesului de biocuritare. In acest
sens, s-a constatat ca dupa 10 h de expunere, depunerile au fost hidrolizate pe zone mai

extinse comparativ cu tratamentele de 5 h.
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CONCLUZII GENERALE

Considerand importanta biotehnologica a enzimelor halorezistente, cresterea cererii
acestor molecule pe piata globala si nevoia curenta a unor producatori mai eficienti ai acestor
biocatalizatori, cercetdrile intreprinse in cadrul prezentei teze de doctorat s-au axat pe
izolarea si identificarea unor tulpini noi de microorganisme halofile si halotolerante capabile
si sintetizeze hidrolaze cu aplicabilitate practica. In vederea indeplinirii acestui scop, sapte
medii ale caror comunitati de microorganisme au fost slab studiate anterior din punct de
vedere al potentialului de a produce enzime hidrolitice (cinci lacuri sarate din Romania,
ecosistemul Marii Negre si un habitat extrem din desertul Atacama) au fost esantionate si

supuse studiilor de bioprospectare.
Concluziile cercetarilor efectuate in cadrul prezentei lucrari au fost urmatoarele:

1. Din esantioanele de apa, sedimente si sare prelevate din sapte ecosisteme salmastre,
saline si hipersaline, S-au obtinut 331 de izolate microbiene halofile si halotolerante, dintre
care 269 (81,3%) de izolate bacteriene, 40 (12,1%) de izolate microfungice si 22 (6,6%) de

izolate arheene.

2. Rezultatele experimentelor de determinare a potentialului celor 331 de izolate
microbiene de a hidroliza diferite tipuri de compusi (proteine, lipide, polizaharide) au relevat
faptul ca 230 (69,5%) dintre acestea au produs cel putin una dintre enzimele extracelulare
de interes (proteaze, lipaze, amilaze, celulaze, xilanaze sau pectinaze). Rezultatele
estimdrilor semicantitative ale activitatilor hidrolitice au condus la selectionarea a 133 de
tulpini (112 bacteriene, 16 microfungice si 5 arheene) cu cele mai intense activitati catalitice,

acestea alcatuind colectia de laborator.

3. Identificarea taxonomica a tulpinilor bacteriene din colectia de laborator a permis
incadrarea acestora in 39 de genuri distribuite in sase clase: Bacilli (50 de tulpini),
Gammaproteobacteria (40 de tulpini), Flavobacteriia (15 tulpini), Actinobacteria (4 tulpini)
si Alphaproteobacteria (3 tulpini). Tulpinile de microfungi au fost incadrate in trei genuri
din clasele Eurotiomycetes (12 tulpini) si Sordariomycetes (4 tulpini), iar tulpinile arheene

au fost clasificate in patru genuri din clasa Halobacteria.

4. Rezultatele cuantificarii activitatii proteazelor, esterazelor/lipazelor, celulazelor si
xilanazelor extracelulare produse de 25 de tulpini bacteriene si microfungice au aratat ca

tulpinile halotolerante din genul Bacillus au prezentat cele mai intense activitati hidrolitice.
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5. Studierea principalelor proprietati catalitice ale proteazelor, esterazelor, celulazelor
si xilanazelor produse de trei tulpini selectionate din genul Bacillus a condus la constatarea
ca enzimele 1si pdstreaza activitatea catalitica atdt in prezenta unor concentratii relativ
crescute de saruri, cat si In intervale largi de temperaturd si pH. Aceste proprietati confera
enzimelor o importanta practica deosebitd, putand fi utilizate in aplicatiile biotehnologice

care implica conditii fizico-chimice dure.

6. Rezultatele evaluarii preliminare a eficacitatii esterazelor halorezistente, produse de
una dintre tulpinile din colectia de laborator, in procese de biocuratare a picturilor murale au
fost promitatoare. In acest sens, s-a constatat ci enzimele inglobate Tn hidrogelul Agarart au
indepartat partial depunerile de ulei vegetal, ceara si rasinad acrilici de pe suprafetele
modelelor experimentale imbatranite artificial. Cu toate acestea, sunt necesare cercetari mai
aprofundate in sensul optimizarii procesului de biocurdtare pentru a asigura indepartarea
uniforma si completd a acestor depuneri care afecteaza adesea calitatea estetica a picturilor

murale.

Rezultatele obtinute incurajeaza continuarea si extinderea cercetarilor asupra tulpinilor
halofile si halotolerante din colectia constituita in cadrul prezentei teze de doctorat. Pe de 0
parte, tulpinile halotolerante din genul Bacillus care, la nivel de laborator, s-au caracterizat
prin rate rapide de crestere si prin activitati hidrolitice intense ar putea fi testate la nivel de
statie pilot. Pe de alta parte, tulpinile halofile care au prezentat rate de crestere lente ar putea
fi supuse tehnicilor de inginerie geneticd pentru clonarea si supraexprimarea genelor ce
codifica enzimele de interes.

De asemenea, colectia de tulpini bacteriene, arheene si microfungice ofera
oportunitatea de a efectua in viitor numeroase alte studii de bioprospectare. Tn acest sens, se
intentioneaza testarea capacitatii tulpinilor de a produce diferiti compusi de interes
biotehnologic (poli-B-hidroxialcanoati, polizaharide, bacteriorodopsind, antibiotice),
precum si a potentialului acestora de a descompune diferite substante toxice (hidrocarburi,
solventi organici, compusi organofosforici) in vederea stabilirii eficacitdtii utilizarii
tulpinilor in procese de bioremediere a mediilor hipersaline sau in procesele de epurare a

efluentilor industriali salini.
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