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Introducere 
 
 În ultimile decenii, o dată cu evoluţia tehnologică a crescut şi cererea pentru coloranţi 
naturali. Acest lucru este determinat de faptul că pe lângă capacitatea de pigmentare a acestora, 
coloranţii naturali prezintă proprietăţi antioxidante faţă de diferite substraturi organice şi anorganice. 
Datorită căilor de metabolizare diferite în organismul uman sau animal, înlocuirea produşilor de 
sinteză cu cei de provenienţă naturală permite obţinerea unor beneficii ale produselor în care sunt 
adăugaţi sau ale consumatorilor. 
 Pe lângă proprietăţile binecunoscute de agenţi antioxidanţi şi anticancerigeni ale pigmenţilor 
carotenoizi, aceştia prezintă şi capacitatea de pigmentare a diferitelor substrate. Deoarece se găsesc în 
natură într-o paletă foarte largă de culori, pot acoperii o bună parte din cerinţele unor produse 
industriale din care ar putea face parte.  

Până nu demult, aceşti pigmenţi naturali se extrăgeau din materiale vegetale ca, şofranul, 
tomate, morcovi ş.a. Recent, datorită reducerii suprafeţelor cultivate, şi timpului lung al unei recolte, 
aceşti produşi au început să fie sintetizaţi chimic (Maldonade I. R. şi colab., 2008). Dezavantajele 
produşilor de provenienţă sintetică se referă la faptul că aceştia în organismul uman prezintă diferite 
căi de metabolizare, spre deosebire de compuşii naturali care sunt transformaţi prin căi bine stabilite. 
Astfel, în urma metabolizării compuşilor sintetici în organism rezultă diferiţi metaboliţi cu caracter 
mai mult sau mai puţin toxic. Din acest motiv, se doreşte înlocuirea acestor coloranţi de provenienţă 
chimică cu cei separaţi din produse naturale. 

Utilizarea microorganismelor cu capacităţi de a sintetiza compuşi chimici cu importanţă 
tehnologică a devenit de interes major (Shimada H. şi colab., 1998). Conform datelor de literatură, 
există numeroase specii de microorganisme capabile să producă aceşti pigmenţi naturali din clasa 
carotenoidelor ca şi compuşi metabolici secundari cu scop principal în supravieţuirea acestora. Printre 
clasele principale de organisme identificate se remarcă specii de bacterii, alge, drojdii şi fungi. 
Deoarece aceste microorganisme prezintă o viteză ridicată de creştere şi de producere a unor cantităţi 
semnificative de caroteni, s-au studiat diferite procedee biotehnologice de obţinere a pigmenţilor 
carotenoizi utilizând ca materii prime pentru mediile de cultură, produse secundare rezultate din 
diferite domenii industriale. De asemenea, carotenii produşi în urma cultivării microorganismelor în 
aceste medii de cultură, s-au dovedit a avea proprietăţi similare cu cele ale celor extraşi din plante, dar 
într-un timp redus de biosinteză. 

Scopul tezei de doctorat intitulată Studiul influenţei produselor polifenolice asupra proceselor 
metabolice şi dezvoltării unor microorganisme, a fost utilizarea acestora pentru obţinerea unor 
cantităţi însemnate de pigmenţi carotenoizi folosind diferite substraturi pentru cultivare care conţin 
compuşi polifenolici extraşi din materiale vegetale reziduale, în lipsa sau în prezenţa ionilor de cupru, 
alături de soluţii ale unor lignine rezultate din procesele de dezincrustare alcalină a unor plante anuale 
(paie de grâu şi iarbă). 

Teza de doctorat se extinde pe parcursul a 230 de pagini fiind structurată în 9 capitole, 
referinţe bibliografice (240), şi anexe care cuprind 19 tabele şi 189 de figuri. Lucrarea conţine două 
părţi şi anume Studiul de literatură şi contribuţiile proprii aduse în domeniul de cercetare abordat. 

Prima partea a tezei de doctorat cuprinde un studiu de literatură structurat în trei capitole. 
Capitolul I intitulat Stadiul actual al cercetărilor privind posibilitatea obţinerii pigmenţilor 
carotenoizi folosind drojdiile Rhodotorula sp. oferă informaţii cu privire la descrierea, importanţa şi 
metabolismul drojdiilor ce aparţin genului Rhodotorula. De asemenea, sunt sistematizate informaţii cu 
privire la biosinteza pigmenţilor carotenoizi şi factorii care influenţează acest proces. Totodată sunt 
analizate tipurile de substrate pentru cultivare în scopul creşterii capacităţii de biosinteză a 
pigmenţilor carotenoizi. Deoarece, aceste drojdii prezintă capacităţi de degradare enzimatică a 
produselor polifenolice, s-au prezentat câteva mecanisme de degradare a unor compuşi fenolici 
existenţi în materialele vegetale utilizate în partea experimentală. 

În Capitolul II - Stadiul actual al cercetărilor privind posibilităţile de degradare a ligninei 
utilizând drojdiile Rhodotorula sp., sunt descrise aspecte generale cu privire la structura  ligninei, 
precum şi utilizarea acesteia în procesele de cultivare a plantelor sau ca sursă de carbon în cultivarea 
microorganismelor din clasa basidiomicetelor. 
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Capitolul III cu titlul Aspecte privind interacţiunea polifenolilor şi drojdiilor cu ionii de 
cupru cuprinde informaţii cu privire la capacitatea şi condiţiile de complexare a compuşilor 
polifenolici cu ionii de cupru precum şi modalităţile de adsorbţie a acestora utilizând biomasa 
celulelor de drojdie. 

Cea de-a doua parte a tezei de doctorat este destinată prezentării Contribuţiilor proprii, fiind 
structurată pe parcursul a 6 capitole, ultimul fiind destinat prezentării concluziior finale rezultate în 
urma analizei rezultatelor experimentale. 

Capitolul IV se refera la Încadrarea taxonomică a tulpinilor de drojdie utilizate în 
experimente, şi prezintă metodele fiziologice şi moleculare de identificare a tulpinilor de drojdii  
selectate în laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universităţii “Dunărea de Jos” din Galaţi 
şi utilizate în partea experimentală precum şi rezultatele obţinute în urma acestor experimente. 

În Capitolul V intitulat Influenţa compuşilor polifenolici separaţi prin extracţie apoasă din 
diferite materiale vegetale asupra dezvoltării a două tulpini de drojdie, tratează în prima etapă 
metodele utilizate în obţinerea datelor experimentale alături de caracterizarea extractelor apoase 
utilizate în prepararea mediilor de cultură. Pe parcursul acestui capitol sunt detaliate efectele 
extractelor apoase separate din cele trei materiale vegetale (planta de Asclepias syriaca, coajă de 
Picea abies şi seminţe de Vitis vinifera) asupra randamentului în biosinteza de biomasă umedă şi a 
pigmenţilor carotenoizi, metabolizarea sursei de carbon precum şi metabolizarea compuşilor 
polifenolici existenţi în mediul de cultură. Capitolul se finalizează cu concluziile parţiale rezultate  din 
analiza datelor experimentale. 

Capitolul VI prezintă rezulatele din Modelarea şi optimizarea procesului de biosinteză a 
biomasei şi a pigmenţilor carotenoizi folosind speciile de drojdii Rhodotorula mucilaginosa cultivate 
în extracte vegetale, şi tratează optimizarea proceselor de cultivare care au permis stabilirea 
condiţiilor optime de cultivare a celor două tulpini de drojdie folosind rezultatele obţinute şi 
prezentate în Capitolul V. 

Capitolul VII – Transformarea unor produse ligninice sub acţiunea drojdiilor Rhodotorula 
mucilaginosa, urmăreşte procesul de creştere a drojdiilor şi de biosinteză a pigmenţilor carotenoizi de 
către cele două tulpini utilizate în prezenţa ligninelor din iarbă şi din paie de grâu în diferite 
concentraţii. În paralel, la sfârşitul fiecărui experiment, lignina reziduală din mediul de cultură a fost 
separată şi supusă analizelor FT-IR, urmărindu-se modificările structurale survenite în urma atacului 
sistemelor enzimatice caracteristice drojdiilor cultivate în astfel de medii. 

În Capitolul VIII sunt prezentate datele din Studii privind cultivarea drojdiilor Rhodotorula 
mucilaginosa sub influenţa unor factori de stres şi în prezenţa produselor polifenolice. Astfel, cele 
două tulpini de drojdie au fost cultivate în medii cu trei nivele de concentraţii ale celor trei tipuri de 
extracte, în prezenţa ionilor de cupru (concentraţii de 0, 10, 25, 50, 100 mg/L Cu2+). Rezultatele 
obţinute au condus la stabilirea unor condiţii optime de obţinere a pigmenţilor carotenoizi precum şi a 
unor condiţii în care ionii de cupru se reţin în concentraţi ridicate. 

Capitolul IX – Concluzii generale, sistematizează aspectele rezultate obţinute în partea 
experimentală a tezei de doctorat cu sublinierea contribuţiilor originale. 

Este de menţionat faptul că tulpinele de drojdii au fost selecţionate şi puse la dispoziţie de 
laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universităţii “Dunărea de Jos” din Galaţi iar  
identificarea lor a fost posibilă ca urmare a stagiului de cercetare efectutat în laboratoarele 
Departamentului de Biologie Aplicată, Secţia de Microbiologie şi Colecţia de Drojdii Industriale 
DBVPG, din cadrul Universităţii din Perugia, Italia (University of Perugia – Department of Applied 
Biology, Section of Microbiology & Industrial Yeasts Collection DBVPG (www.agr.unipg.it/dbvpg ), 
Perugia, Italy). 

Rezultatele obţinute pe parcursul elaborării tezei de doctorat au fost diseminate prin  articole 
publicate în reviste cotate ISI (1 şi 2 în curs de publicare) şi BDI (4 şi 1 în curs de publicare), articole 
incluse în Volume ale Conferinţelor Internaţionale şi Naţionale (4), participări la Conferinţe 
Internaţionale (4) şi Naţionale (4). 
 În rezumatul tezei de doctorat sunt prezentate pe scurt capitolele care cuprind doar 
informaţiile principale, concluziile generale, activitatea ştiintifică şi bibliografia selectivă. Pentru 
redactarea capitolelor, subcapitolelor, figurilor, tabelelor, precum şi a anexelor s-au păstrat 
notaţiile originale din textul tezei de doctorat 

http://www.agr.unipg.it/dbvpg
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PARTEA I – STUDIUL DE LITERATURĂ 
 
Capitolul I - Stadiul actual al cercetărilor privind posibilitatea obţinerii 

pigmenţilor carotenoizi folosind drojdiile Rhodotorula sp. 
Primul capitol al studiului de literatură cuprinde informaţii cu privire la descrierea, 

importanţa şi metabolismul drojdiilor ce aparţin genului Rhodotorula. De asemenea, sunt 
sistematizate informaţii cu privire la biosinteza pigmenţilor carotenoizi şi factorii care 
influenţeaza acest proces. Totodată sunt analizate tipurile substratelor folosie pentru cultivare 
în scopul creşterii capacităţii de biosinteză a acestor pigmenţi. Deoarece, aceste drojdii 
prezintă capacităţi de degradare enzimatică a produselor polifenolice, s-au analizat câteva 
mecanisme de degradare a unora dintre cei existenţi în materialele vegetale utilizate în partea 
experimentală. 
 

Capitolul II - Stadiul actual al cercetărilor privind posibilităţile de degradare ale 
ligninei utilizând drojdiile Rhodotorula  

În acest capitol sunt descrise aspecte generale cu privire la structura macromoleculei 
de lignină, precum şi utilizarea acesteia în procesele de cultivare a plantelor sau ca sursă de 
carbon în cultivarea microorganismelor din clasa basidiomicetelor. De asemenea, sunt 
prezentate căile şi produşii de degradare a monomerilor ligninei de către sistemele enzimatice 
biosintetizate de  drojdiile din genul Rhodotorula. 
 

Capitolul III - Aspecte privind interacţiunea polifenolilor şi drojdiilor cu ionii de 
cupru 

Capitolul III cuprinde informaţii cu privire la capacitatea şi condiţiile de complexare a 
compuşilor polifenolici cu ionii de cupru precum şi modalităţile de adsorbţie a acestor ioni 
utilizând biomasa celulelor de drojdie. 

 
PARTEA II – CONTRIBUŢII ORIGINALE 

 
Capitolul IV - Încadrarea taxonomică a tulpinilor de drojdie utilizate în 

experimente 
IV.1. Oportunitatea abordării temei de cercetare 

Identificarea unor noi specii de drojdii reprezintă un subiect foarte important cu atât 
mai mult cu cât tulpinile respective pot fi utilizate mai apoi pentru stabilirea unor posibilităţi 
de utilizare în cercetarea fundamentală şi aplicativă. În experimentele efectuate în cadrul tezei 
de doctorat s-au folosit două tulpini de drojdii izolate în laboratoarele Platformei Alimentare 
din cadrul Universităţii “Dunarea de Jos” din Galaţi  

O a treia tulpină de drojdie s-a obţinut prin tratarea cu o lampă UV a tulpinii notată 
R1, o perioadă de minim 12 ore.  Identificarea celor trei tulpini de drojdie a fost posibilă în 
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laboratoarele Departamentului de Biologie Aplicată, Secţia de Microbiologie şi Colecţia de 
Drojdii Industriale DBVPG, din cadrul Universităţii din Perugia, Italia (University of Perugia 
– Department of Applied Biology, Section of Microbiology & Industrial Yeasts Collection 
DBVPG (www.agr.unipg.it/dbvpg ), Perugia, Italy). În aceste laboratoare s-a parcurs stagiul 
de cercetare extern, iar activităţile de cercetare sub conducerea Prof. Pietro Buzzini au permis 
îndeplinirea obiectivului propus. 

IV.2. Materiale şi metode utilizate 
IV.2.1. Izolarea tulpinilor de drojdie 
Cele două tulpini de drojdie Rhodotorula sp., au fost izolate în laboratoarele 

Platformei Alimentare din cadrul Universităţii “Dunarea de Jos” din Galaţi. Selecţia s-a 
realizat din medii lactice naturale (Bai M., şi colab. 2010). Cele două tulpini au fost notate 
conventional cu R1 şi R2. 

IV.3.1. Teste fiziologice de identificare a drojdiilor 
IV.3.1.2. Metabolizarea surselor de carbon 
Numite şi teste de asimilare, sunt în realitate teste care stabilesc abilitatea drojdiilor de 

a creşte aerobic pe diferiţi compuşi ai carbonului care constituie singura sursă de energie din 
mediul de cultură. Aceste teste se pot realiza atât pe mediul solid cât şi pe mediul lichid însă, 
pentru identificarea unor specii noi este necesară creşterea acestora pe medii lichide. 

Tabel. IV. 1.  
Rezultatele obţinute în urma testelor de metabolizare a surselor de carbon 

Sursa de carbon R1-2 R2-2 R2-2 UV 
D-glucoză + + + 

D-galactoză + W W 
L-sorboză W W V 
D-riboză + + + 
D-xiloză + + + 

L-arabinoză + + + 
D-arabinoză + + + 

Sucroză + + + 
Maltoză + + + 

α, α trehaloză + + + 
Metil α-glucozidă - - V 

Salicină + + + 
Arbutină + + + 

Melibioză - - - 
Lactoză - - - 
Rafinoză + + + 

Melezitoză + + + 
Glicerol W W + 

Meso-eritritol - - - 
Ribitol + + + 
Xilitol + + + 

D-glucitol (sorbitol) W W W 
D-manitol W W + 
Galactitol - - - 

Mio-inositol - - - 
Glucono δ-lactonă + + + 

D-gluconat + + + 
D-glucuronat - - - 

D-galacturonat - W W 
DL-lactat W W + 
Succinat + + Nu 
Metanol - - - 
Etanol - Nu Nu 

Acid L-malic + + + 
N-acetil D-glucozamină - - - 

Acetat de etil + + + 
 

http://www.agr.unipg.it/dbvpg
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Monitorizarea rezultatelor se face la fiecare 7 zile (Tabel. IV. 1.) şi se notează după 
cum urmează:  

 v - variabil – când tulpina prezintă o creştere slabă la sfarşitul celor 3 
săptămâni; 
 + - pozitiv – când tulpina prezintă o creştere evidentă după prima săptămână; 
 - negativ – când tulpina nu prezintă turbiditate după 3 săptămâni; 
 W – slab – când tulpina prezintă o creştere slabă după două săptămâni; 
 Nu – nu s-au testat sursele de carbon respective; 

După cum se poate observa din Tabelul IV. 1., cele trei tulpini de drojdie se manifestă 
diferit în mediul de cultură ce conţine aceeaşi sursă de carbon. Diferenţa se constată pentru 
următorii compuşi: D-galactoză, L-sorboză, metil α-glucozidă, glicerol, sorbitol, D-manitol, 
D-galacturonat, DL-lactat, cazuri în care nu se înregistrează aceaşi dinamică de creştere 
pentru toate tulpinile. Cu toate acestea, rezultatele introduse în baza de date CBS confirmă o 
similaritate de 100 % cu Rhodotorula mucilaginosa pentru toate cele trei tulpini. 

Aceste diferenţe în asimilarea surselor de carbon pot fi determinate de deosebirile 
interspecifice care intervin în interiorul aceleiaşi specii de drojdie, dar care a fost izolată din 
medii naturale diferite. Astfel, odată ce tulpinile au fost izolate una din lapte, iar cealaltă din 
branză, se poate afirma că aceste mici diferenţe pot apare însă, cele trei tulpini aparţin 
aceleaşi specii. 

 
IV.3.1.3. Creşterea pe diferite surse de azot 
Drojdiile sunt capabile să utilizeze o varietate foarte largă a surselor de azot. Cu toate 

acestea, cele mai indicate surse de azot folosite în testarea noilor specii sunt urmatoarele: 
nitraţi, nitriţi, hipoclorura de etilamină, dihidroclorură de cadaverină, L-lizină, 
imidazolul, glucozamină, creatină, creatinină, sulfatul de amoniu, dintre care doar cele 
marcate au fost utilizate în experimente. 

Tabelul IV. 2.  
    Rezultatele obţinute în urma testelor de asimilare a surselor de azot 

Sursa de azot R1-2 R2-2 R2-2 UV 
Nitraţi - - - 

Etil amină + + + 
L- lisină + + + 

Cadaverină + + + 
Sulfat de amoniu + + + 

 
Din Tabelul IV.2. se poate constata că cele trei tulpini de drojdie manifestă reacţie 

pozitivă pentru toate sursele de azot cu excepţia nitraţilor. 
 
IV.3.1.4. Influenţa temperaturii 
Majoritatea speciilor de drojdie cresc foarte bine la temperaturi cuprinse între 20ºC şi 

28ºC. Cu toate acestea, sunt specii care se dezvoltă în alte domenii de temperatură, printre 
acestea încadrându-se cele izolate din habitate extreme (Kurtzman C. P., Fell J. W., 1998, pg. 
95). 

Pentru cele trei tulpini de drojdii s-au efectuat teste de cultivare la temperaturi de 4ºC, 
25ºC, 30ºC, şi 37ºC, în mediul de cultură YPD lichid. Inocularea s-a realizat cu 0,1 mL în 5 
mL de mediu, şi culturile s-au incubat pentru 4 zile. Evaluarea s-a efectuat la 2 şi la 4 zile şi 
rezultatele sunt prezentate  în Tabelul IV. 3.  

Se poate observa că singura temperatură la care drojdiile nu cresc este cea de 4ºC, şi 
prin urmare ele pot fi păstrate în siguranţă, în stare latentă la această temperatură. De 
asemenea, reacţia pozitivă a acestora la 37ºC, care este temperatura corpului uman, confirmă 
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faptul că aceste tulpini pot parazita organismul uman în cazul în care acesta este labil 
imunitar (Tabelul IV. 3). 

 
Tabelul IV. 3.  

Rezultatele obtinute în urma testelor privind influenţa temperaturii 
Temperatura, ºC R1-2 R2-2 R2-2 UV 

4 - - - 
25 + + + 
30 + + + 
37 + + + 

 
IV.3.2. Teste moleculare de identificare a drojdiilor 
IV.3.2.3. Secvenţierea domeniului D1/D2 aparţinând genei 26S ARNr din 

macromolecula de ADN  
Secvenţierea domeniul D1/D2 propriu genei 26S ARNr care include gena 5.8S ARNr, 

se realizează prin amplificarea ADN-ului utilizând primerii RLR3R (5’-GGT CCG TGT TTC 
AAG AC-3’) şi V9 (5’-TGC GTT GAT TAC GTC CCT GC-3’) (MWG Biotech) (Thomas – 
Hall S. R., şi colab., 2010).  

Pentru amplificarea zonei dorite se pregătesc flacoane prevăzute cu dop, cu volumul 
de 1 mL. Amestecul de reactivi pentru programul PCR se obţine utilizând volumele din 
Tabelul IV. 4. Se ajunge la un volum total de 45 µL peste care se adaugă 5 µL din soluţia de 
ADN extras. 

Tabel. IV. 4. 
Reactivi utilizaţi pentru prepararea probelor prior programului PCR 

Soluţii stoc (conc.) Concentraţii finale Volum/tub (µL) 
Tampon PCR (10X) 1X 5 

MgCl2 (25 mM) 2 mM 4 
dNTPs (1,25 mM) 250 µM / pe proba 10 

Taq (5U/ µL) 0,02 U / µL (1U / 50 µL) 0,2 
Primer V9 (10 µM) 0,5 µM 2,5 

Primer RLR3R (10 µM) 0,5 µM 2,5 
AND extras - 5 

H2O - 20,8 
 Total 50 µL 

 
Amplificarea ADN-ului se efectuează utilizând Tpersonal Combi Thermal Cycler (Biometra 

Gmbh, Goettingen, Germany), aplicând programul descris în Tabelul IV. 5. 
Tabel. IV. 5. 

Programul PCR 
Etape  Temperatură  Timp  Descriere  

1 94 °C 5 min Denaturare  
2 94 °C 45 sec  
3 52 °C 30 sec X 30 de cicluri 
4 72 °C 2 min  
5 72 °C 7 min Întindere  
6 4 °C - Pauză  

Durata  1 h 50 min  

 
Pe parcursul primei etape, este necesară o temperatură ridicată pentru denaturarea 

moleculei de ADN şi separarea celor două catene pe care le conţine. Pe parcursul etapelor 2-4 
are loc atacul primerului asupra catenei de ADN şi transcrierea secvenţelor nucleotidice 
corespondente. ADN-polimeraza termostabilă (Taq), se leagă de primer iniţiind polimerizarea 
unei noi catene de ADN care utilizează ca matrice catena de ADN extras şi ca monomeri 
dNTPs (nucleozil tri-fosfat). Astfel, în urma celor 30 de cicluri are loc transcrierea 
domeniului care interesează din macromolecula de ADN. 
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Fig. IV.3. Poziţia domeniului D1/D2 pe gena 26S şi direcţia de transcriere a primerilor ITS5 şi LR6 
utilizaţi în secvenţierea acestei zone. 

 
După finalizarea programului produşii rezultaţi în urma amplificării sunt separaţi prin 

electroforeză. Pentru această operaţie se amestecă foarte bine 5 µL de amplificat cu 1 µL de 
6x Loading Dye (Fermentas Inc., Hanover, US). Se injectează în gelul de electroforeză şi se 
rulează programul descris la IV.3. 2. 3. Întotdeauna acest procedeu se realizează faţă de un 
martor cu apă, astfel verificându-se puritatea apei utilizate în diluţia probelor şi puritatea 
amplificatului. După electroforeză, dacă în urma tratamentului PCR s-a putut amplifica 
domeniul D1/D2 (Fig. IV.3.) prin utilizarea iniţială a primerului ITS5 (5’- GGA AGT AAA 
AGT CGT AAC AAG G -3’) a LR6 (5’- CGC CAG TTC TGC TTA CC -3’) şi LR6 (5’- 
CGC CAG TTC TGC TTA CC -3’) (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) se trece la 
următoarea etapă de purificare a amplificatului utilizând un kit de purificare. 

IV.3.2.5. Cuantificarea cantităţii de ADN amplificat 
Amplificatul obţinut în urma purificării necesită cuantificare. Această etapă se 

realizează deoarece cantitatea de ADN obţinută diferă de la probă la probă. În final, toate 
probele trebuie să prezinte o concentraţie de ADN de 50 µg/ µL. Pentru a ajunge la această 
concentraţie într-un volum total de 20 µL se realizează diluţii utilizând apă pentru uz 
molecular. 

  
A) Semnificaţia cantitativă a fiecarei benzi B) Cuantificarea cantităţii de ADN amplificat 

Fig. IV.4. Comparaţia spoturilor obţinute în urma electroforezei cu martorul utilizat în cuantificarea 
cantităţii de ADN 

 
Cuantificarea se realizeaza în comparaţie cu un martor MASS Ruler DNA Ladder (80 

bp-10kb) (Fermentas Inc., Hanover, US). Astfel, 10 µL amplificat se amestecă cu 2 µL 6x 
MASS Ruler Loading Dye (Fermentas Inc., Hanover, US) şi se supune electroforezei faţă de 
martor care este în volum de 10 µL MASS Ruler DNA Ladders (Fermentas Inc., Hanover, 
US). 

Având în vedere rezultatele obţinute (Fig. IV.4), probele proprii de ADN se vor dilua 
în raport de 1:1 amplificat ADN:soluţie tampon. Probele diluate se supun apoi analizei 
macrogen în vederea identificării succesiunii de baze şi identificarea speciei cărora aparţin 
tulpinile studiate. Specile au fost identificate prin compararea secvenţelor obţinute în banca 
de date GenBank (BLASTN freeware) (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Conform analizei, toate cele trei tulpini de drojdie se identifică cu Rhodotorula 
mucilaginosa (Tabel. IV. 6.). Diferenţele de aspect al culturii pe mediul agarizat se explică 
prin prezenţa deosebirilor interspecifice care apar ca rezultat al izolării speciilor din medii 
naturale diferite. 

Tabel. IV. 6.  
Analiza BLASTN (Yang C., şi colab., 2008); 

Tulpina Numărul 
de baze 
(bp) 

Specii Număr de 
acces 

Identitate maximă 
(%) 

 
 
R1-2 

 
 
531 

Rhodotorula mucilaginosa 26S 
ribosomal RNA gene 

AF070432 100% - 531/531 

Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS482 

AF189961 100% - 531/531 

Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS8383 

AF189959 99% - 530/531 

 
 
R2-2 

 
 
556 

Rhodotorula mucilaginosa 26S 
ribosomal RNA gene 

AF070432 
 

100% - 556/556 
 

Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS482 

AF189961 
 

100% - 556/556 
 

Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS8383 

AF189959 99% - 555/556 

 
 
R2-2 UV 

 
 
561 

Rhodotorula mucilaginosa 26S 
ribosomal RNA gene 

AF070432 
 

100% - 561/561 
 

Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS482 

AF189961 
 

100% - 561/561 
 

  Rhodotorula mucilaginosa strain 
CBS8383 

AF189959 99% - 560/561 

 
Se poate observa că indiferent de numărul de baze izolate pentru fiecare tulpină de 

drojdie analizată, procentul de asemănare este de 100% cu Rhodotorula mucilaginosa 
AF070432. 
 
Capitolul V - Influenţa compuşilor polifenolici separaţi prin extracţie 
apoasă din diferite materiale vegetale asupra dezvoltării a două tulpini de 
drojdii 

V.1. Oportunitatea abordării temei de cercetare 
Pigmenţii din clasa carotenoizilor prezintă capacitate de pigmentare pe lângă 

proprietăţile binecunoscute de agenţi antioxidanţi şi anticancerigeni. Aceştia se găsesc într-o 
paletă foarte largă de culori, de la galben până la nuanţe de albastru, astfel acoperind o bună 
parte din produsele industriale din care ar putea să facă parte. 

În ultimii ani utilizarea microorganismelor cu capacităţi de sinteză a compuşilor 
chimici cu importanţă tehnologică a devenit de interes major (Shimada H. şi colab., 1998). 
Conform datelor de literatură, există numeroase specii de microorganisme capabile să 
producă aceşti pigmenţi naturali din clasa carotenoidelor ca şi compuşi metabolici secundari. 
Printre clasele principale de organisme identificate se remarcă specii de bacterii, alge, drojdii, 
fungi. Deoarece aceste microorganisme prezintă o viteză ridicată de creştere şi de producere a 
unor cantităţi semnificative de caroteni, s-au studiat diferite procedee biotehnologice de 
obţinere a pigmenţilor carotenoizi utilizând ca materii prime pentru mediile de cultură, 
produse secundare rezultate din diferite domenii industriale. De asemenea, carotenii produşi 
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în urma cultivării microorganismelor în aceste medii de cultură, s-au dovedit a avea 
proprietăţi similare cu cele ale celor extraşi din plante, dar într-un timp redus de biosinteză. 

În acest scop, în experimentele efectuate în cadrul tezei de doctorat s-au analizat 
posibilităţile de utilizare a trei materiale vegetale reziduale ca resurse pentru obţinerea de 
medii de cultură în cultivarea unor specii de drojdii capabile să biosintetizeze pigmenţi 
carorenoizi. Astfel, folosind Asclepias syriaca plantă, coajă de Picea abies şi seminţele de 
Vitis vinifera (soiul Merlot), s-au preparat extracte apoase care au fost folosite în mediile de 
cultură. Procesul de cultivare a microorganismelor a fost urmărit prin randamentul în biomasă 
umedă şi conţinutul acesteia în pigmenţi carotenoizi precum şi concentraţia compuşilor 
polifenolici din mediul de cultură rezidual.  

 
V.2. Materiale şi metode 
V.2.2. Medii de cultură  
Primul mediu de cultură care conţine glucoză ca principală sursă de carbon are 

următoarea compoziţie chimică: 15 g/L glucoză (Aksu Z., Eren A. Tugba, 2005), 2,5 g/L 
extract de drojdie, 3 g/L acetat de sodiu (Chiriţă E., 2005), 1 g/L (NH4)2SO4 (D’Cunha G. B., 
2005), 1 g/L KH2PO4, 0,1 g/L CaCl2, 0,25 g/L MgSO4 · 7H2O (Liu H. şi colab., 2008), 0,015 
g/L ZnSO4, 0,015 g/L CuSO4 · 5H2O. 

Cel de-al doilea mediu de cultură care conţine glucoză ca sursă de carbon într-o 
concentraţie redusă are următoarea compoziţie chimică: 1 g/L glucoză, 2,5 g/L extract de 
drojdie, 3 g/L acetat de sodiu, 1 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L KH2PO4, 0,1 g/L CaCl2, 0,25 g/L 
MgSO4 · 7H2O, 0,015 g/L ZnSO4, 0,015 g/L CuSO4 · 5H2O. Cantitatea de 1 g/L glucoză este 
necesară ca o sursă minimă de carbon pentru activarea metabolismului şi sinteza 
echipamentului enzimatic necesar pentru degradarea altor compuşi chimici prezenţi în 
extractele apoase. În acest caz mediile de cultură s-au preparat în extractele vegetale obţinute 
anterior. Valoarea pH-ului a fost reglată la 6 utilizând o soluţie tampon KH2PO4 / Na2HPO4 
(Seracu D.I., 1989) 

V.2.3. Materiale vegetale 
Asclepias syriaca care este o plantă decorativă, meliferă, cultivată răzleţ în ţara 

noastră în zonele umede şi însorite în special în zona Ostrovul Moldova Veche. Planta a fost 
studiată datorită varietăţii de compuşi chimici pe care îi posedă şi numărului mare de utilizări. 
Iniţial a fost cercetată ca sursă de cauciuc, dar cantităţile mici de polimer cis-izoprenic cu 
masă moleculară redusă nu a justificat aplicarea ei decât ca un component al gumei de 
mestecat (Rusan V. şi colab., 1984). Alături de cauciuc, latexul extras din plantă conţine şi o 
componentă răşinoasă, raportul acestora fiind dependent de părţile morfologice şi varsta 
plantei (cauciuc/răşină: anul I: 0,2-0,7/8,2; anul II: 0,2/0,7; anul III: 0/16,3). Planta conţine 
celuloză şi lignină, hemiceluloze şi polifenoli, zaharuri, alcaloizi şi hidrocarburi, iar extracţia 
cu apă permite recuperarea a 29,94% din componentele solubile (Simionescu Cr. I., şi colab., 
1987). 

Seminţele de Vitis vinifera, provin în urma procesării strugurilor (soiul Merlot) pentru 
obţinerea mustului. Sâmburii au fost uscaţi şi măcinaţi într-o moară de laborator, după care au 
fost extraşi cu apă caldă. Acest material reprezintă o sursă foarte bogată de polifenoli, 
compuşi cu puternice efecte antioxidante şi antimicrobiene. Seminţele de Vitis vinifera conţin 
catehină, epicatehină, acid galic, polimeri şi oligomeri procianidinici (Furiga A. şi colab., 
2009). 

În urma prelucrării lemnului rezultă cantităţi foarte mari de coajă, iar de cele mai 
multe ori aceste reziduuri sunt arse în cazane pentru a produce o parte din necesarul energiei 
în industria forestieră (Diouf P. N. şi colab., 2009). Având în vedere însă compoziţia chimică 
valoroasă a deşeurilor de coajă de molid (Picea abies), aceasta a fost utilizată pentru 
obţinerea unor extracte apoase cu apă caldă după uscare şi măcinare. 
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V.2.3.1. Extracţia apoasă a materialelor vegetale 
Utilizând materialele menţionate s-a realizat extracţia compuşilor polifenolici după 

cum urmează: cantităţi determinate din materialul vegetal mărunţit au fost introduse în 125 
mL apă într-un pahar Erlenmayer care se menţine într-o baie de apă la o temperatură de 85-90 
C, sub agitare, menţinându-se la această temperatură timp de 45 min. La aceste intervale 

materialul se decantează şi soluţia limpede se filtrează, operaţiunea repetându-se până la 
obţinerea unui extract incolor. Toate fracţiunile se aduc într-un flacon cotat de 1L şi se 
completează până la semn cu apă distilată. 

V.2.5. Metode 
Pentru efectuarea experimentelor, s-au preparat mediile de cultură în extractele apoase 

din materialele vegetale prezentate, după care mediul a fost repartizat în pahare Erlenmayer 
pentru inoculare şi cultivare. Etapele experimentale sunt prezentate în Fig. V.1. 

 

 
Fig. V. 1. Etapele experimentale parcurse 

V. 3. Rezultate şi discuţii 
V.3.1. Caracterizarea extractelor utilizate pentru prepararea mediilor de cultură 
Pentru obţinerea extractelor folosite în componenţa mediilor de cultură, s-a efectuat 

diluarea extractului din 20 g/500mL, până ce concentraţia acestuia a devenit echivalentă cu 
cea a unui extract separat din 0,5 respectiv 5g/L material vegetal. Aceste extracte au fost 
caracterizate doar din punct de vedere al conţinutului de polifenoli totali (Tabel. V. 2.). 

Tabel V. 2.  
Conţinutul de polifenoli totali din extractele folosite pentru prepararea mediului de cultură 

 în procesele de fermentaţie 
 
 
Extracte apoase 

Conţinutul în polifenoli 
totali a extractului din 
0,5 g/L material vegetal 
(mg GAE /L) 

Conţinutul în polifenoli 
totali a extractului din 
5 g/L material vegetal 
(mg GAE /L) 

Coajă de Picea abies 89,98 148,78 
Seminţe de Vinis 
vinifera 

69,19 143,39 

Asclepias syriaca 53,47 112,93 
 
În Tabelul V. 4. se poate observa conţinutul în compuşi fenolici individuali al celor 

trei tipuri de material vegetale, determinări care s-au realizat prin analize HPLC (Hainal A. R. 
si colab., 2011b).  
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Tabel V. 4.  
Concentraţia compuşilor fenolici în extractele apoase din coajă de Picea abies, seminţe de Vitis vinifera şi 

tulpină de Asclepias syriaca (mg/100g material uscat) 
Compuşi fenolici Extracte din coajă de 

Picea abies 
Extracte din seminţe 
de Vitis vinifera 

Extracte din 
Asclepias syriaca 

Acid galic 3,19 6,12 - 
Catehină 31 44,36 - 
Acid vanilic 39,4 - 0,87 
Acid siringic - - 0,98 
Acid p-cumaric - - 0,11 

 
V.3.2.1. Influenţa extractelor din Asclepia syriaca asupra randamentului în 

biomasă al microorganismelor  
Extractele apoase obţinute din planta Asclepias syriaca se caracterizează printr-un 

conţinut ridicat de compuşi polifenolici (Hainal A. R., şi colab., 2010a), care introduşi în 
mediul de cultură al drojdiilor Rhodotorula sp. pot stimula sau inhiba dezvoltarea acestora 
(Fig. V.2.).  

S-a constatat că folosirea extractului apos din Asclepias syriaca cu un conţinut în 
polifenoli totali de 53,47 mg/L GAE are ca efect inhibarea dezvoltării drojdiei R1 (Fig.V.2.). 
Cultivarea acestei tulpini într-un extract cu o concentraţie mai ridicată în polifenoli (112,93 
mg/L GAE) a avut ca efect obţinerea unui randament mai ridicat în biomasă (R1AS5) 
comparativ cu cel corespunzator probei de referinţă (R1) şi anume 52 g/L biomasă umedă la 
sfarşitul procesului fermentativ (Hainal A. R. şi colab., 2009c). 
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Fig. V. 2. Variaţia cantităţii de biomasă umedă pe 
parcursul procesului fermentativ folosind extract 
apos din Asclepias syriaca (semnificaţia notaţiilor 
vezi Anexa I); 

Fig. V. 7.  Variaţia cantităţii de glucoză reziduală 
pe parcursul fermentaţiei condusă în extract apos 
din Asclepias syriaca, (semnificaţia notaţiilor vezi 
Anexa I); 
 

 
Dacă se urmăreşte variaţia concentraţiei de glucoză din mediul de cultură se pot 

identifica situaţiile în care a rezultat o cantitate maximă de biomasă, ceea ce este în 
concordanţă cu consumul acestei surse. 

Datele prezentate în Fig. V.7. evidenţiază că drojdia consumă în mod diferit glucoza 
în funcţie de condiţiile de cultură. Astfel, în cazul culturii martor se observă epuizarea 
completă a glucozei la sfirşitul procesului, având în vedere că nu există o altă sursă de 
energie. Pentru culturile conduse în prezenţa extractelor apoase care conţin compuşi 
polifenolici, metabolizarea glucozei are loc cu o viteză mai redusă. Diferenţele în cantitatea 
de biomasă pot fi explicate astfel prin modul diferit de consum al glucozei (Hainal A.R. şi 
colab., 2009c). În prima perioadă de până la 72 de ore nu se constată diferenţe semnificative 
în evoluţia concentraţiei acesteia. În situaţia în care s-a folosit extract diluat, se înregistrează 
un consum lent al glucozei comparativ cu martorul, acest lucru fiind pus pe seama faptului 
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că, prezenţa unor compuşi în extract inhibă creşterea tulpinilor de drojdii, obţinându-se 
totodată o cantitate scăzută de biomasă. Se poate oberva că după 144 de ore, în mediu mai 
există încă aproximativ 7 g/L glucoză din cele 15 g/L introduse iniţial. Fermentaţia condusă 
în extractul concentrat, pentru care s-au obţinut cantităţile cele mai ridicate în biomasă 
umedă, prezintă în mediul de cultură după 144 de ore o concentraţie foarte scăzută în sursă de 
carbon (aproximativ 1 g/L) (Fig. V.7.). 

Conform datelor de literatură compuşii polifenolici ar putea reprezenta surse de 
carbon pentru drojdii. Aceasta ipoteză a fost confirmată urmărind evoluţia conţinutului 
acestora pe parcursul proceselor fermentative. Datele obţinute evidenţiază faptul că procentul 
acestor compuşi naturali organici degradaţi de către tulpina de drojdie R2 este mai ridicat 
comparativ cu tulpina R1 (Fig. V.10.). Astfel, se confirmă că polifenolii sunt utilizaţi ca sursă 
de carbon în cresterea microbiană (Hainal A. R. şi colab., 2009c), această tulpină degradând 
până la sfarşitul procesului aproximativ 20% din cantitatea totală a compuşilor polifenolici 
existenţi în mediul de cultură (Fig. V.10.).  
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Fig. V.10. Variaţia concentraţiei în polifenoli totali 
pe parcursul procesului fermentativ condus în 
extract apos din Asclepias syriaca, (semnificaţia 
notaţiilor vezi Anexa I); 

Fig. V.20. Variaţia concentraţiei în pigmenţi 
carotenoizi pe parcursul experimentului condus în 
extract din Asclepias syriaca, A) – Tulpina R1; B) – 
Tulpina R2 (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa I); 

 
Microorganismele folosite în acest studiu se caracterizează prin capacitatea lor de a 

biosintetiza pigmenţi carotenoizi. În Fig. V.20. este prezentată variaţia concentraţiei 
pigmenţilor carotenoizi totali determinaţi din biomasa produsă de specia R1. Atunci când 
drojdiile sunt cultivate în mediul preparat în extract apos din Asclepias syriaca s-a constatat 
că prezenţa polifenolilor influentează negativ biosinteza pigmenţilor carotenoizi. Acest fapt 
nu se corelează însă cu cantitatea ridicată de polifenoli degradaţi de către această specie (Fig. 
V.10.), dar este responsabil pentru obţinerea randamentului în biomasă umedă care 
înregistrează valori ridicate în prezenţa extractului concentrat (Fig. V.2.). Se poate presupune 
că polifenolii existenţi în mediul de cultură manifestă efect favorabil doar asupra biosintezei 
de biomasă umedă, având rolul unei surse metabolizabile de carbon. O concentraţie maximă 
în pigmenţi carotenoizi este înregistrată pentru fermentaţia condusă în extract diluat (53,47 
mgGAE/L) şi ajunge la aproximativ 20 µg/g biomasă uscată. 

 
V.3.2.3. Influenţa extractelor apoase din seminţe de Vitis vinifera asupra 

dezvoltării celor două tulpini de drojdii  
Dănăilă M. şi colab., (2007a), au testat în cazul drojdiei Rhodotorula glutinis 9.3 un 

extract separat cu etanol din seminţe de Vitia vinifera. Autorii citaţi au folosit extractul în 
diferite concentraţii în mediul de cultură pentru a studia influenţa acestuia asupra dezvoltării 
biomasei şi biosintezei de pigmenţi carotenoizi. În urma cercetărilor s-a stabilit că, acest 
extract poate fi folosit ca sursă suplimentară de carbon pentru creşterea acestor drojdii, 
constatându-se dezvoltarea cantităţi de biomasă umedă şi uscată în cazul culturilor ce conţin 
diferite concentraţii de polifenoli. Acest lucru este valabil doar pentru anumite concentraţii 
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ale acestor compuşi naturali, deoarece odată cu depaşirea concentraţiei de 8 g/L aceştia devin 
toxici pentru tulpina studiată. 

Când în mediile de cultură a celor două tulpini de drojdie  Rhodotorula mucilaginosa. 
utilizate în experimentele proprii s-au folosit extracte apoase din seminţe de Vitis vinifera, s-a 
observat un efect stimulator asupra dezvoltării mcroorganismelor apreciată prin biomasă 
umedă. 

Acest efect stimulator a fost înregistrat pentru tulpina R1 în cazul utilizării extractelor 
diluate, cu o concentraţie în compuşi polifenolici de 69,19 mg GAE /L (Fig. V.6.). În această 
situaţie se pot observa valori superioare martorului după 144 de ore de fermentaţie (36 g/L 
biomasă uscată). Se poate constata de asemenea, că în primele ore ale fermentaţiei 
microorganismul prezintă o activitate redusă în mediul de cultură producând cantităţi foarte 
reduse de biomasă, după care, odată ce metabolismul drojdiei este activat se intensifică 
procesul de biosinteză rezultând un randament ridicat în biomasă la sfarşitul procesului 
fermentativ. 
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Fig. V. 6. Variaţia cantităţii de biomasă pe parcursul 
procesului fermentativ condus în extract din seminţe 
de Vitis vinifera, (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa 
I); 

Fig. V.9. Variaţia cantităţii de glucoză reziduală pe 
parcursul fermentaţiei condusă în extracte apoase 
separate din seminţe din Vitis vinifera, (semnificaţia 
notaţiilor vezi Anexa I); 

 
În ceea ce priveşte utilizarea glucozei ca sursă de carbon în prezenţa extractelor 

apoase din seminţe de Vitis vinifera se poate spune că aceasta este consumată pentru 
furnizarea energiei necesară degradării compuşilor polifenolici existenţi în mediu. Această 
afirmaţie se bazează pe faptul că randamentul în biomasă este superior celui înregistrat în 
cazul probei martor (Fig. V.6.), în timp ce cantitatea de glucoză consumată este mult mai 
mică comparativ cu ceea ce se întâmplă în cultura de referinţă (Fig. V.9.). 

În ceea ce priveşte extractele apoase din seminţe de Vitis vinifera în mediul de cultură, 
se poate observa faptul că, în cazul probelor mai diluate (69,19 mgGAE /L) cantitatea de 
polifenoli utilizaţi ca sursă de energie este mai ridicată. Extractele cu o concentraţie mai mare 
în compuşi polifenolici (143,39 mg/L GAE) manifestă un caracter stimulator de creştere în 
biomasa umedă produsă de cele două tulpini (Fig. V.6.). Cu toate acestea, există diferenţe 
privind metabolismul celor două specii de drojdii. Astfel, tulpina R1 biosintetizează o 
cantitate mai ridicată în biomasă umedă în prezenţa acestor extracte (Fig. V.6.A) şi acest 
lucru se corelează cu procentul polifenolilor utilizaţi ca sursă de carbon, şi anume 40% (Fig. 
V.14.A).  

Prin urmare, polifenolii prezenţi în aceste extracte prezintă un caracter stimulator de 
creştere şi în acelaşi timp sunt consumaţi de către drojdii ca sursă de carbon (Hainal A. R., şi 
colab., 2010b). 

În ceea ce priveşte conţinutul în pigmenţi carotenoizi în cazul folosirii extractelor 
apoase din seminţe de Vitis vinifera în mediile de cultură, se poate observa că aceşti compuşi 
polifenolici manifestă efecte deosebite asupra celor două tulpini de drojdii. Tulpina R1 este 
avantajată din acest punct de vedere oferind valori superioare ale concentraţiei carotenilor 
biosintetizaţi comparativ cu probele de referinţă. Pentru fermentaţia condusă în mediul de 
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cultură cu un conţinut al compuşilor polifenolici de 69,19 mgGAE /L, biosinteza carotenilor 
este favorizată astfel că la finalul procesului rezultă aproximativ 23 µg/g biomasă uscată.  
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Fig. V.14. Variaţia concentraţiei in polifenoli totali pe 
parcursul procesului fermentativ condus în extract 
apos din seminţe de Vitis vinifera, (semnificaţia 
notaţiilor vezi Anexa I); 

Fig. V.24. Variaţia concentraţiei în pigmenţi 
carotenoizi pe parcursul procesului realizat în extracte 
apoase din seminţe de Vitis vinifera, A) – Tulpina R1; 
B) – Tulpina R2 (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa I); 

 
Acest fapt este în concordanţă cu concentraţia de polifenoli degradată de enzimele 

acestei tulpini (Fig. V.14.). În prezenţa extractelor cu un conţinut mai ridicat în compuşi 
polifenolici (143,39 mgGAE /L), biosinteza pigmenţilor este stimulată după a cincea zi de 
cultură. O valoare maximă în pigmenţi carotenozi separaţi din biomasa recoltată se 
înregistrează după 144 de ore, comparativ cu referinţa, iar valoarea concentraţiei în pigment 
este de aproximativ 25 µg/g biomasă uscată (Fig. V.24.).  
 
 
Capitolul VI - Modelarea procesului de biosinteză a biomasei şi a 
pigmenţilor carotenoizi folosind speciile de drojdii Rhodotorula 
mucilaginosa cultivate în extracte vegetale 

VI.1. Oportunitatea abordării temei de cercetare 
Având în vedere obţinerea unor cantităţi semnificative de biomasă umedă şi de 

pigmenţi carotenoizi folosind cele două tulpini de drojdii Rhodotorula mucilaginosa cultivate 
în medii care conţin extracte apoase din cele trei materiale vegetale s-a urmărit optimizarea 
acestor procese în scopul obţinerii unor randamente maxime. 

VI.3. Rezultate şi discuţii 
VI.3.1. Modelarea şi optimizarea procesului de biosinteză a biomasei folosind 

două tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, cultivate în medii ce conţin diferite 
extracte apoase din materiale vegetale  

VI.3.1.1.2.1. Modelarea procesului de cultivare celor două tulpini de drojdii în 
mediul ce conţine extracte apoase din Asclepias syriaca 

Procesul notat cu R1AS5 este redat prin ecuaţia: 

81471169

574532
51

101215,1100057,1107112,3

102683,7100990,80050,01546,01155,13435,0

xxx
xxxxxy ASR

  
iar eroarea standard calculată pentru acest proces este de 1,0061 şi coeficientul de corelaţie 0,9997. 
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Fig. VI.1. Evoluţia proceselor fermentative în medii de cultură ce conţin extracte apoase din Asclepias siriaca 

comparativ cu cultura de referinţă (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa I); 
 

VI.4. Rezultatele optimizării procesului de obţinere a biomasei umede folosind 
cele două tulpini de drojdie Rodotorula mucilaginosa cultivate în diferite medii de 
cultură  

VI.4.2.2. Rezultate obţinute 
Astfel, în Tabelul VI.2. sunt prezentate valorile optime calculate în urma procesului de 

optimizare a randamentului în biomasă umedă, alături de valorile optime rezultate experimental ca 
urmare a aplicării condiţiilor stabilite. De asemenea, sunt sistematizate valorile coeficienţilor de 
corelaţie şi a erorilor standard pentru fiecare ecuaţie stabilită. 
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Tabelul VI.2.  
Sistematizarea datelor rezultate din procesului de optimizare privind biomasa umedă 

 (semnificaţia notaţiilor vezi Legenda I) 
 

Proba 
 

Coeficient 
de corelaţie 

 
Eroarea 
standard 

 
Restricţia 

Optimcalc. Optimexperim. 

Timp Biomasă 
umedă, g/L 

Timp Biomasă 
umedă, 

g/L 
 

R1 
 

0,9996 
 

0,4704 
T <210 210 30,6524 - - 
T < 216 216 31,3991 - - 

T < 220 220 32,2332 220 31,9852 
 

R1AS0.5 
 

0,9990 
 

0,4155 
T < 210 202,38 19,6112 210 19,4569 
T < 216 202,38 19,6112 - - 

T < 220 202,38 19,6112 - - 
 

R1AS5 
 

0,9997 
 

1,0061 
T < 210 192,01 50,0486 210 49,9547 
T < 216 216 49,2457 - - 

T < 220 220 52,6255 - - 
 

R2 
 

0,9994 
 

0,7202 
T ≤ 210 210 32,3782 - - 
T ≤ 216 216 34,0732 - - 

T ≤ 220 220 35,2674 220 35,0657 
 

R2AS0.5 
 

0,9993 
 

1,0525 
T ≤ 210 210,9 28,224 210 28,019 
T ≤ 216 210,9 28,224 - - 

T ≤ 220 210,9 28,224 - - 
 

R2AS5 
 

 
0,9997 

 
0,7900 

T ≤ 210 195 37,769 195 37,658 
T ≤ 216 195 37,769 - - 

T ≤ 220 195 37,769 - - 
 

R1S0.5 
 

0,9999 
 

0,3993 
T ≤ 210 211 38,893 211 38,746 
T ≤ 216 211 38,893 -- - 

T ≤ 220 211 38,893 - - 
 

R1S5 
 

0,9999 
 

0,3449 
T ≤ 210 207 37,563 207 37,458 
T ≤ 216 207 37,563 - - 

T ≤ 220 207 37,563 - - 
 

R2S0.5 
 

0,9985 
 

0,9044 
T ≤ 210 133,79 26,6237 134 26,6325 
T ≤ 216 133,79 26,6237 - - 
T ≤ 220 133,79 26,6237 - - 

 
R2S5 

 
0,9952 

 
1,5196 

T ≤ 210 147,50 31,997 148 32,0058 
T ≤ 216 147,50 31,997 - - 
T ≤ 220 147,50 31,997 - - 

 
R1M0.5 

 
0,9999 

 
0,2987 

T ≤ 210 173,99 32,9156 174 32,9587 
T ≤ 216 173,99 32,9156 - - 

T ≤ 220 173,99 32,9156 - - 
 

R1M5 
 

 
0,9999 

 
0,4320 

T ≤ 210 220 47,8229 220 47,4596 
T ≤ 216 220 47,8229 - - 

T ≤ 220 220 47,8229 - - 
 

R2M0.5 
 

0,9994 
 

0,7305 
T ≤ 210 153,29 31,6733 154 31,5248 
T ≤ 216 153,29 31,6733 - - 

T ≤ 220 153,29 31,6733 - - 
 

R2M5 
 

0,9977 
 

1,2974 
T ≤ 210 116,11 38,0667 116 37,8862 
T ≤ 216 116,11 38,0667 - - 

T ≤ 220 116,11 38,0667 - - 
 

R1’AS0.5 
 

0,9996 
 

0,5200 
T ≤ 210 53,61 20,0748 54,0 20,1 
T ≤ 216 53,61 20,0748 - - 

T ≤ 220 53,61 20,0748 - - 
   T ≤ 210 79,79 24,3488 80,0 24,4 
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R1’AS5 0,9998 0,3868 T ≤ 216 79,79 24,3488 - - 

T ≤ 220 79,79 24,3488 - - 
 

R2’AS0.5 
 

0,9998 
 

0,2281 
T ≤ 210 127,24 16,7802 127,30 16,72 
T ≤ 216 127,24 16,7802 - - 

T ≤ 220 127,24 16,7802 - - 
 

R2’AS5 
 

0,9972 
 

 
0,7669 

T ≤ 210 130,73 20,0937 131,0 20,10 
T ≤ 216 130,73 20,0937 - - 

T ≤ 220 130,73 20,0937 - - 
 

R1’M0.5 
 

0,9999 
 

0,1366 
T ≤ 210 133,27 21,6206 133,30 21,64 
T ≤ 216 133,27 21,6206 - - 
T ≤ 220 133,27 21,6206 - - 

 
R1’M5 

 
0,9999 

 
0,1144 

T ≤ 210 114,91 17,6651 115,0 17,71 
T ≤ 216 114,91 17,6651 - - 

T ≤ 220 114,91 17,6651 - - 
 

R2’M0.5 
 

0,9993 
 

0,7506 
T ≤ 210 208 22,519 208,0 22,50 
T ≤ 216 208 22,519 - - 

T ≤ 220 208 22,519 - - 
 

R2’M5 
 

0,9999 
 

0,0641 
T ≤ 210 101,32 21,5977 101,30 21,60 
T ≤ 216 101,32 21,5977 - - 

T ≤ 220 101,32 21,5977 - - 

 
Din aceste date rezultă că pentru obţinerea unui randament maxim în bomasă umedă 

cea mai avantajoasă varianta este cea în care se cultivă tulpina notată R1 în mediul de cultură 
prparat în extract din Asclepias syriaca cu o concentraţie în polifenoli totali de 112,93 
mgGAE/L, echivalentă cu cea separată din 5 g material vegetal (50 g/L biomasă umedă la 192 
h de cultură). 

 
VI.5. Modelarea şi optimizarea procesului de obţinere a pigmenţilor carotenoizi 

folosind două tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa cultivate în medii ce conţin 
extracte apoase din diferite materiale vegetale  
 VI.5.1. Modelarea proceselor de obţinere a pigmenţilor carotenoizi 

VI.5.1.6. Modelarea proceselor de biosinteză a pigmenţilor carotenoizi pentru 
culturile în extracte apoase din seminţe de Vitis vinifera 
 În cazul modelării procesului de biosinteză a pigmenţilor carotenoizi prin cultivarea 
tulpinii R1 în extract apos din seminţe de Vitis vinifera cu un conţinut în compuşi polifenolici 
totali de 69,19 mgGAE/L, s-a obţinut următoarea ecuaţie: 

 
A - R1S0.5 

 
B - R1S5 

Fig. VI.11. Evoluţia proceselor de cultivare a tulpinelor R1 şi R2  în mediul de cultură ce conţine extracte apoase 
din seminţe de Vitis vinifera (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa I) (Concentraţia pigmenţilor carotenoizi este 
exprimată în µg pigment/g biomasă uscată); 
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care prezintă un coeficient de corelaţie de 0,9999 şi o eroare standard calculată de 0,2788 
(Fig. VI.11.A). 

 
VI.5.2.Optimizarea procesului de obţinere a pigmenţilor carotenoizi  
Optimizarea procesului notat R1S0.5 a permis obţinerea unei concentraţii a 

pigmenţilor carotenoizi de 37,441 µg/g biomasă uscată pentru o durată de cultură de 216 ore. 
Efectuarea experimentului în condiţiile stabilite a condus la o valoare a concentraţiei în 
pigmenţi de 37,242 µg/g biomasă uscată confirmând rezultatele studiului de optimizare. 
Astfel, s-a realizat analiza optimului calculat prin normalizarea intervalului de timp în 
domeniul 192-216 ore şi a cantităţii de biomasă umedă în intervalul 33,586-37,448 g/L. 
Rezultatele obţinute prin simulare şi prezentate în Fig. VI.17. (A şi B) arată că la sfârşitul 
procesului se poate obţine cantitatea maximă de pigment pentru o durată de cultură de 216 h, 
care asigură un randament în biomasă de 37 g/L. 
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Fig. VI.17. Diagramele procesului de normalizare pentru optimizarea obţinerii de pigment carotenoid prin 
cultivarea drojdiei R1 în mediul ce conţine extracte apoase din seminţe de Vitis vinifera (semnificaţia notaţiilor 
vezi Anexa I); 
 
 
Capitolul VII - Transformarea unor produse ligninice sub acţiunea 
drojdiilor din genul Rhodotorula mucilaginosa 

VII.1. Oportunitatea abordării temei de cercetare 
Lignina este unul dintre componenţii aromatici principali catacteristic plantelor 

superioare. La nivel mondial, aceasta rezultă de la fabricarea celulozei sau din tehnologiile de 
hidroliză a biomasei vegetale şi poate fi considerată o materie primă cu potenţial ridicat de 
valorificare, ca urmare a provenienţei sale din resurse regenerabile şi datorită unui preţ redus. 
(Căpraru M., 2010). Datorită structurii sale complexe, doar câteva tipuri de microorganisme 
sunt capabile să degradeze lignina. Biodegradarea macromoleculei de lignină se realizeaza 
sub acţiunea enzimelor extracelulare nespecifice, şi anume,  peroxidaza ligninei, peroxidaza 
manganului  şi lacaza. 

Cu toate că în literatură sunt prezentate câteva specii de drojdii care degradează 
monomerii ligninei, cum ar fi Rhodotorula graminis, Candida ingeniosa, Rhodotorula 
mucilaginosa, această clasă de microorganisme nu este considerată a fi capabilă să actioneze 
asupra structurii macromoleculei de lignină. Sunt puţine informaţii privind interacţiunea 
drojdiilor cu lignina. Cu toate acestea, studiile realizate de Slavikova E. şi Kosikova B. în 
2001 relatează schimbări în structura ligninei cauzate de sistemele enzimatice ale drojdiei 
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Geotrichum klebahnii, care produce scindări oxidative la nivelul legaturii Cα-Cβ dintre 
unităţile componente ale ligninei din lemnul de fag (Slavikova E., Kosikova B. 2001). 

Pentru a investiga capacitatea drojdiilor din genul Rhodotorula privind utilizarea 
ligninelor ca sursă de carbon, s-au testat diferite produse izolate din iarbă şi din paie de grâu 
în soluţii cu concentraţii diferite asupra randamentului în biomasă şi biosintezei pigmenţilor 
carotenoizi. De asemenea, s-au evaluat modificările suferite de polimerul aromatic sub 
acţiunea sistemelor enzimatice extracelulare folosind spectroscopia în IR. 

VII.2. Materiale şi metode utilizate 
 VII.2.1. Materiale  

VII.2.1.2.  Lignine  
Ligninele au fost oferite în cadrul programului european Ecobinders (FP 6), de firma 

Granit Recherché Dévelopement S.A. Lausanne din Elveţia şi sunt reprezentate de lignine 
reziduale separate din procesul de dezincrustare alcalină a unor plante anuale: paie de grâu - 
wheat straw (L1) şi iarbă - Sarkanda grass (L2). 

VII.2.2. Metode 
 Pentru efectuarea experimentelor, s-au preparat suspensii din cele două probe de 
lignină L1 şi L2 cu diferite concentraţii. Aceste suspensii au fost folosite pentru obţinerea 
mediilor de cultură, care s-au sterilizat, şi repartizat în flacoanele Erlenmeyer pentru inoculare 
şi cultivare. Etapele experimentale sunt prezentate în Fig. VII.1.  
 

 
Fig. VII.1. Etapele experimentale 

 
VII.2.2.1.2. Obţinerea mediului de cultură 
Mediul de cultură pentru cultivarea celor două tulpini de drojdie are următoarea 

compoziţie chimică: 1 g/L glucoză (Gupta J.K. şi colab., 1990), 5 g/L KH2PO4 (Huang Z. şi 
colab., 1993), 1 g/L (NH4)2SO4 (Narbad A. şi Gasson M. J., 1998), 0,05 g/L MgSO4 · 7H2O 
(Narbad A. şi Gasson M. J., 1998), 5 g/L extract de drojdie (Huang Z. şi colab., 1993). Pentru 
corectarea pH-ului se utilizează HCl 6N, (Huang Z. şi colab., 1993), sau NaOH 0,1N. 
Componentele mediului de cultură s-au dizolvat în soluţia de lignină cu concentraţiile 
precizate anterior după care a urmat sterilizarea la 110ºC, timp de 20 de minute. După 
sterilizare, mediul s-a repartizat (100 mL) în flacoane Erlenmeyer, cu volumul de 250 mL şi 
inoculate după procedeul descris anterior (Hainal A. R. şi colab., 2010b). Cultivarea s-a extins 
pentru o perioadă de 4 zile. La intervale de 24 de ore s-au luat probe şi s-au cuantificat 
cantitatea de biomasă umedă şi pH-ul. La finalul fiecărui experiment, lignina nedegradată a 
fost recuperată din mediul de cultură epuizat şi pregătită pentru a fi caracterizată prin 
spectroscopie FT-IR. 
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VII.2.2.6. Caracterizarea ligninelor prin spectroscopie FT-IR 
  Spectroscopia FTIR poate fi folosită pentru a urmări modificările funcţionale care apar 
în structura macromoleculei de lignină în raport cu probele iniţiale. Spectrele au fost 
înregistrate în pastilă de KBr, în proporţie de 1:200, folosind un spectrometru Digilab-
Excalibur FTS 2000. Parametrii de lucru au fost: domeniul spectral 4000 - 400 cm-1, rezoluţia 
4 cm-1 şi numărul de scanări de 20. Spectrele FT-IR s-au prelucrat cu ajutorul unui program 
specializat din seria SpectraManager. 
 

VII.3. Rezultate şi discuţii 
VII.3.1. Influenţa naturii ligninelor asupra randamentului în biomasă umedă 
Drojdiile din genul Rhodotorula mucilaginosa au capacitatea de a asimila compuşi 

aromatici cum ar fi acizii vanilic, ferulic, protocatehic şi L-malic, sau polifenoli din diferite 
surse vegetale (Hainal A. R. şi colab., 2011b)  

Aceşti compuşii cu structură aromatică (Libkind D. şi colab., 2004) sunt de regulă 
asociaţi cu degradarea ligninei (ex. acizii vanilic şi galic), din materialele vegetale.  

În Fig. VII. 2 se poate observa variaţia cantităţii de biomasă umedă rezultată prin 
cultivarea tulpinii R1 în soluţiile ligninei L1 prezentă în concentraţii diferite. Din datele 
obţinute se poate constata că la concentraţii reduse în lignină din paie de grâu, se înregistrează 
un randament mai scăzut în biomasă umedă comparativ cu situaţia în care se utilizează 
concentraţii mai ridicate. Cea mai bună producţie în biomasă umedă (21 g /L) se obţine pentru 
culturile conduse în medii care conţin 0,8% lignină L1. Aceste condiţii sunt comparabile cu 
cele din cazul în care s-a utilizat glucoza (R1M) ca sursă de carbon şi pentru care a rezultat o 
cantitate de biomasă umedă de 25 g/L. 

La o concentraţie de 0,1% lignină L1 se constată o evoluţie lentă a tulpinei R1 în 
primele 48 de ore de fermentaţie. Creşterea microorganismelor se observă după 72 de ore, 
când randamentul în biomasă atinge o valoare maximă. Pentru cazurile când s-au utilizat 
concentraţii de 0,3 şi 0,5 %, se obţin randamente de biomasă umedă care ating valori ridicate 
la sfarşitul experimentului şi care sunt de aproximativ 17 respectiv 16 g/L. 

 

  
Fig. VII. 2. Variaţia cantităţii de biomasă umedă 
rezultata prin cultivarea tulpinii R1 în soluţie de 
lignină L1 prezentă în diferite concentraţii comparativ 
cu referinţa (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 

Fig. VII. 5. Variaţia cantităţii de biomasă umedă 
pentru tulpina R2 cultivată în soluţie de lignină din 
iarbă L2 prezentă în diferite concentraţii comparativ cu 
referinţa (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 

 
 În Fig. VII. 5 sunt evidenţiate rezultatele înregistrate în cazul cultivării tulpinii R2 în 
mediul de cultură în care s-au dizolvat diferite cantităţi de lignină din iarbă (L2) comparativ 
cu proba martor, cultivată în prezenţa glucozei. De asemenea, şi în acest caz se manifestă 
particularităţile structurale ale ligninei. Astfel, microorganismul evoluează mai rapid la 
concentraţii mai reduse în lignină (0,1 %) obţinându-se cantităţi de biomasă umedă superioare 
referinţei în primele zile de fermentaţie. Ulterior, diferenţele se atenuează, pentru ca în final 
randamentele maxime în biomasă să se situeze în domeniul concentraţiilor scăzute ale ligninei 
(0,1 şi respectiv 0,3 %), diferenţa faţă de proba de referinţă încadrându-se în intervalul 6 - 4 
g/L. De asemenea, pentru această tulpină de drojdie, prezenţa în mediul de cultură a ligninelor 
din iarbă prezintă un efect slab de inhibare asupra biosintezei de biomasă.  
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VII.3.2.  Influenţa prezenţei produselor ligninice în mediul de cultură asupra 
variaţiei pH-ului 

Introducerea ligninei din paie de grâu în mediul de cultură al drojdiei R1 nu 
influenţează semnificativ variaţia pH-ului pe parcursul fermentaţiei (Fig. VII. 6), acesta 
înregistrând variaţii între 6 şi 5. O uşoară scădere a pH-ului ar putea fi asociată cu formarea 
unor produse de degradare a ligninei şi care ulterior sunt metabolizate, valoarea acestuia 
revenind la 6 către sfirşitul experimentului.  

 

  
Fig. VII. 6. Variaţia pH-ului pe parcursul procesului 
fermentativ al tulpinii R1 în soluţii de lignină L1 
prezentă în diferite concentraţii, comparativ cu 
referinţa (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 

Fig. VII. 9. Variaţia pH-ului pe parcursul procesului 
fermentativ al tulpinii R2 în soluţie de lignină L2 
prezentă în diferite concentraţii comparativ cu 
referinţa (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 

  
În cazul folosirii ligninei din iarbă în mediul de cultură al tulpinii R2, se înregistrează 

o creştere a pH-ului după 48 de ore la o concentraţie de 0,3 % în polimer aromatic. Ulterior, 
valoarea pH-ului se menţine în aceleaşi limite pentru toate variantele de cultură. De asemenea, 
şi în cazul tulpinii R2 cultivată în mediul de cultură ce conţine lignina L2, valoarea pH-ului 
este superioară referinţei (Fig. VII. 9). 
 

VII.3.3. Influenţa prezenţei produselor ligninice asupra biosintezei de pigmenţi 
carotenoizi 

Biosinteza diferiţilor carotenoizi de către drojdiile roşii au recomandat aceste 
microorganisme ca o sursă potenţială de pigmenţi determinând un interes imens pentru 
cercetările biotehnologice (Libkind D. şi colab., 2004) având în vedere dependenţa 
compoziţiei cantitative şi calitative a pigmenţilor carotenoizi de specie, substrat şi condiţiile 
de creştere folosite. 

Datele obţinute în acest studiu au evidenţiat condiţiile în care lignina poate constitui 
sursă de carbon pentru cele două specii de drojdii în biosinteza pigmenţilor carotenoizi.  
Astfel, s-a constatat (Fig. VII. 10) că tulpina R1 cultivată într-un mediu ce conţine lignină L1 
produce o biomasă cu un conţinut ridicat în pigmenţi, pentru o concentraţie a polimerului 
aromatic de 0,5 %.  

  
Fig. VII. 10. Variaţia concentraţiei pigmenţilor 
carotenoizi în biomasa obţinută prin cultivarea 
drojdiei R1 pe substratul ligninic L1, prezentă în 
diferite concentraţii, comparativ cu referinţa după 
96 de ore (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 

Fig. VII. 13. Variaţia concentraţiei pigmenţilor 
carotenoizi în biomasa obţinută prin cultivarea 
tulpinei R2 pe substratul ligninic L2, prezentă în 
diferite concentraţii, comparativ cu referinţa după 
96 de ore (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa III); 
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În acest caz s-au obţinut valori mai ridicate (2,10 µg/g biomasă uscată) decât în cazul 
probei de referinţa pentru care valoarea concentraţiei pigmenţilor extraşi a fost de 0,76 µg/g 
biomasă uscată. Prin urmare, cele două procese de biosinteză a biomasei şi pigmenţilor se 
desfaşoară pe căi diferite, ceea ce poate explica deosebirile constatate în evoluţia celor doi 
indicatori în funcţie de concentraţia ligninei. 

Tulpina R2 cultivată pe medii ce conţine lignină din iarbă L2 biosintetizează cantităţi 
maxime de pigmenţi la concentraţia de 0,5 % a polimerului aromatic (4,6545 µg/g biomasă 
uscată) (Fig. VII. 13). Ca şi în celelate situaţii condiţiile de biosinteză a pigmenţilor 
carotenoizi sunt diferite de cele în care microorgansimele produc biomasă (Fig. VII. 5). 
Concentraţiile ridicate ale ligninei (0,8 %) în mediul de cultură prezintă efecte puternice 
inhibitorii asupra biosintezei de pigmenţi comparativ cu proba martor. Această situaţie ar 
putea fi corelată şi cu capacitatea drojdiilor de a acumula pigmenţii carotenoizi în faza de 
creştere exponenţială şi la începutul fazei staţionare (Bhosale P. şi Gadre R.V., 2001). 
  

VII.3.4. Caracterizarea spectrală a produselor ligninice transformate în procesele 
fermentative  

Spectrele FT-IR se înregistrează ca instrument analitic de evaluare calitativă a 
schimbărilor şi modificărilor chimice şi biochimice (Ozturk I., şi colab., 2010), survenite în 
urma transformării ligninei prin tratamente care afectează structura acesteia. Comparativ cu 
analizele chimice convenţionale, această tehnică necesită cantităţi mici de probe şi un timp de 
analiză scurt (Chan H., şi colab., 2010). Analiza ligninelor se poate realiza prin urmărirea 
intensităţii benzilor de absorbţie date de numărul variat de grupe funcţionale prezente în 
structura acestor compuşi aromatici.  

Astfel, în urma introducerii ligninelor în mediul de cultură, sistemele enzimatice 
proprii drojdiilor acţionează asupra structurii acesteia. Pentru a observa modificările produse, 
s-au înregistrat spectrele FT-IR. În analiza acestor spectre, s-au urmărit modificările la nivelul 
grupelor hidroxil, carbonil, carboxil, metil, şi chiar la nivelul structurilor benzenice, 
guaiacilice si siringilice. 

Lignina din paie de grâu (L1) şi cea din iarbă (L2) alese pentru testare s-au analizat din 
punct de vedere spectral folosind spectroscopia FT-IR. În Fig. VII. 14 se prezintă spectrul IR 
pentru lignina din paie de grâu (L1).  

Din analiza spectrală se observă că în zona 3000-2846 cm-1 se întâlnesc vibraţii 
caracteristice legăturilor C-H aromatice, alifatice şi grupelor hidroxil fenolice. Lignina 
nemodificată prezintă o intensitate mai mare a picurilor în domeniul 1710-1600 cm-1, care se 
atribuie legăturilor eterice şi grupelor carbonilice legate de nucleul aromatic. Domeniul 1700- 
900 cm-1, constituie o zonă în care se întâlnesc absorbţii corespunzătoare unităţilor structurale 
guaiacil şi siringil cu substituţii diferite.  
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Fig. VII. 14. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu (L1); 

 
În Anexa IV.b este prezentat spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina recuperată din 

mediul epuizat rezultat în urma cultivării drojdiei R1 în prezenţa soluţiilor de lignină 0.8%. 
Banda de absorbţie prezentă la 3400 cm-1, este atribuită grupelor hidroxil fenolice şi 
structurilor aromatice. Se poate observa din Fig. VII. 14, că intensitatea picului de absorbţie 
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este diferită, comparativ cu cel al probelor de lignină recuperate din mediul de cultură a 
tulpinii R1. În cazul acestor probe, se observă că lărgimea picului de absorbţie este mai mare, 
acesta scăzând în intensitate (Anexele IV.b), ceea ce poate constitui o dovadă pentru 
introducerea de grupe –OH la nivelul nucleelor aromatice. Domeniul 2835-2938 cm-1 (Sharma 
R.K., si colab., 2004, Yang X. si colab., 2010), constituie o zonă în care se întâlnesc absorbţii 
corespunzătoare vibraţiei grupărilor metoxi legate de nucleul aromatic, grupări metil-alifatice 
şi vibraţii ale legăturilor –C-O- neconjugate specifice grupelor cetonice, carbonilice şi eterice. 
Pentru proba martor de lignină L1 (Fig. VII. 14) se pot observa picurile foarte bine delimitate 
în acest interval. Pentru probele de lignină recuperate din mediul de cultură, acest domeniu 
este afectat, prin scăderea intensităţii picurilor, uneori constatându-se chiar dispariţia acestora. 
Aceste observaţii ar putea fi corelate cu demetoxilarea nucleelor aromatice din structura 
ligninei de către sistemele enzimatice caracteristice tulpinii de drojdie R1, sau prin atacul 
asupra legăturii –C-O. 
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Anexa IV.b. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu recuperată din mediul de cultură a 

experimentului notat R1L10,8% 
 

La 1710 cm-1 se înregistrează absorbţii caracteristice vibraţiilor de valenţă ale 
grupărilor carbonil şi carboxil. La probele de lignină recuperată se observă modificări ale 
intensităţii acestor picuri, modificări care ar putea fi determinate de reacţiile de oxidare de 
către sistemele enzimatice ale drojdiei. 

Domeniul 1500-1590 cm-1, corespunde vibraţiilor legaturilor -C=C- si –C-C- din 
nucleul aromatic. În Anexa IV.b, se observă modificări ale intensităţii picurilor în acest 
domeniu comparativ cu proba martor (L1). Aceste modificări au loc probabil datorită atacului 
sistemelor enzimatice ale drojdiei asupra nucleelor aromatice, având în vedere şi datele de 
literatură (Higuchi T., 2004) conform cărora, enzimele sintetizate de aceste drojdii ar ataca 
nucleele aromatice din structura ligninei, hidroxilate anterior. 

În domeniul de absorbţie 1330-1370 cm-1 se regăsesc vibraţii ale unităţilor siringil şi 
guaiacil prezente în structura ligninei în raport diferit, în funcţie de specia de plantă, de 
modificările aduse în structura acesteia şi de procedeul de obţinere. Modificările la acest nivel 
apar probabil datorita transformărilor produselor la nivelul nucleelor aromatice sub acţiunea 
enzimelor microorganismului.  
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Fig. VII. 19. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din iarbă (L2) – martor; 
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Prezenţa benzilor de absorbţie în domeniul 1300-900 cm-1 sunt considerate specifice 
legăturilor C-O din alcoolii secundari, esterice sau eterice, a legăturilor C-C, şi deformaţiei 
acestora. La nivelul acestor legături intervin diferite schimbări, astfel că benzile de absorbţie 
scad sau cresc în intensitate, uneori chiar lipsind. Toate aceste modificări sunt caracteristice 
pentru o serie de reacţii cum ar fi cele de oxidare, dehidrogenare şi posibil de condensare între 
unitătile structurale din macromolecula de lignină.  

În Fig. VII. 19 este prezentat spectrul IR pentru lignina din iarbă - Sarkanda grass 
(L2), care se caracterizează prin prezenţa unor benzi specifice grupelor –OH fenolice şi 
structurilor alifatice din domeniul 3410-3460 cm-1 (Fig. VII. 19), benzi care prezintă o 
intensitate ridicată, comparativ cu spectrele ligninei separate din mediul de cultură, unde picul 
de absorbţie lipseste (Fig. VII. 23). 
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Fig. VII. 23. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din iarbă recuperată din mediul de cultură rezidual propriu 

experimentului notat R2L2 0,5% 
 
 După cum se poate observa din Fig. VII. 23, sistemele enzimatice sintetizate de tulpina 
de drojdie R2 de asemenea modifică structura ligninei la nivelul diferitelor grupe şi legături. 
De exemplul, picul din domeniul 3410-3460 cm-1, caracteristic vibraţiei grupelor hidroxil 
fenolice şi structurilor alifatice suferă modificări ale intensităţii semnalelor de absorbţie. 
Semnalele din domeniul 2840-2835 cm-1 sunt responsabile vibraţiilor legăturii –C-O 
neconjugate, specific grupelor cetonice, carbonilice şi eterice, iar în cazul celorlalte probe 
(Fig. VII. 23) acestea dispar. Acest lucru se realizează probabil, datorită sistemelor enzimatice 
sub acţiunea cărora are loc ruperea legăturilor -C-O din structura ligninei.  

Domeniul cuprins în intervalul de absorbanţă 1590-1740 cm-1 care este responsabil 
pentru vibraţiile legăturilor –C=O, suferă modificări în special prin intensificarea picurilor 
care se regăsesc în jurul valorii de 1600 cm-1, caracteristice vibraţiei legăturilor conjugate –
C=O de la nivelul grupele cetonice si carbonilice.  
 După cum se poate observa din Fig. VII. 19, semnalul responsabil vibraţiei legăturilor 
din nucleul aromatic (1505-1590 cm-1), este bine definit şi prezintă o intensitate mare, pe când 
picurile specifice probelor de lignină separate din mediul de cultură prezintă semnale de 
intesitate redusă.  
 În domeniul 1270-1275 cm-1 se întâlnesc vibraţii ale legăturii fenolice sau eterice, 
unde intensitatea semnalelor de absorbţie se modifică în cazul probelor de lignină separate din 
mediul de cultură, (Fig. VII. 23), comparativ cu proba martor (Fig. VII. 19). Totodată, 
semnalele prezente în domeniul de absorbţie 1126-1127 cm-1, atribuit vibraţiilor legăturii –C-
H din inelul aromatic, caracteristic unităţilor siringilice, sau vibraţiilor specifice alungirii 
legăturii –C-O prezente la nivelul alcoolilor primari, şi cel de la 1035 cm-1, caracteristic 
deformaţiei legăturilor –C-O, prezente la nivelul alcoolilor primari şi legăturilor –C-H din 
planul inelului aromatic (Dizhbite T., şi colab., 2011, Yang X. şi colab., 2010), suferă 
modificări semnificative, prin scăderea intensităţilor acestora. Această scadere se poate 
explica prin faptul că la nivelul acestor grupe funcţionale prezente în structura ligninei se pot 
produce oxidări ce duc la ruperea legăturilor chimice.  

În concluzie se poate afirma că, în urma analizei spectrale a probelor de lignină 
nemodificate (L1 şi L2) cât şi a celor recuperate din mediul de cultură epuizat, s-au evidenţiat 
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modificări semnificative la nivelul grupelor funcţionale din structura ligninei determinate de 
drojdii.  

Transformarea ligninelor sub acţiunea microorganismelor are ca rezultat formarea 
unor produse micromoleculare asimilabile de către acestea cu consecinţe în biosinteza de 
biomasă şi pigmenţi carotenoizi. Spectrele FT-IR pot fi considerate semnificative pentru a 
evidenţia modificările de funcţionalitate, în majoritatea reacţiilor oxidative care determină 
eroziunea structurilor ligninice pentru a oferi sursă de carbon pentru microorganisme. 
 
Capitolul VIII - Studii privind cultivarea drojdiilor Rhodotorula 
mucilaginosa sub influenţa unor factori de stres şi în prezenţa produselor 
polifenolice  

VIII.1. Oportunitatea abordării temei de cercetare 
Substanţele chimice din compoziţia unui mediu în care se dezvoltă microorganismele 

pot exercita, în funcţie de natura şi concentraţia lor, trei efecte asupra acestora:  
 favorizarea dezvoltării şi multiplicării celulare prin aportul de substanţe nutritive şi 

realizarea echilibrelor fizico-chimice indispensabile vieţii; 
 blocarea potenţial reversibilă a proceselor de multiplicare celulară, deci un efect 

microbiostatic; 
 alterarea profundă şi ireversibilă a unor procese metabolice esenţiale, ceea ce 

reprezintă un efect microbicid (Dănăilă M., 2009). 
În acest capitol s-a urmărit capacitatea de complexare a compuşilor polifenolici separaţi 

din diferite materiale vegetale reziduale cu ionii de cupru disociaţi din sulfatul de cupru. În 
acest sens s-a analizat complexarea acestui metal greu, prezent frecvent în sol, urmat apoi de 
introducerea acestor soluţii în mediul de cultură a două tulpini de drojdie din genul 
Rhodotorula mucilaginosa. Paralel, s-a studiat metabolizarea compuşilor cu structură 
aromatică de către drojdii, precum şi efectul acestor medii de cultură asupra biosintezei de 
pigmenţi carotenoizi. Aceste experimente au urmărit două aspecte: (1) biosorbţia din mediu de 
cultură şi concentrarea ionilor liberi de către biomasa celulară şi (2) biosinteza cu randament 
cât mai ridicat a pigmenţilor carotenoizi caracteristici celor două tulpini de Rhodotorula 
mucilaginosa. 

VIII.2.2. Metode 
 În efectuarea experimentelor s-au folosit extracte din trei tipuri de materiale vegetale, 
şi anume, Asclepias syriaca plantă, seminţe de Vitis vinifera şi coajă de Picea abies şi s-au 
parcurs etapele din Fig. VIII.1. 

 
Fig. VIII.1. Schema etapelor experimentale pentru cultivarea celor două tulpini de drojdie Rhodotorula 

mucilaginosa.  
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VIII.2.2.1.2. Obţinerea mediului de cultură 
În extractele apoase astfel obţinute şi caracterizate din punct de vedere al conţinutului 

de polifenoli totali, s-a adăugat sulfat de cupru în diferite concentraţii, şi anume, 10, 25, 50 şi 
100 mg/L. Soluţiile au fost păstrate la frigider timp de 24 de ore, după care s-au prelevat probe 
pentru determinarea concentraţiei polifenolilor totali şi de ioni metalici existenţi în soluţie. 
 După prelevarea probelor, s-a preparat mediul de cultură cu următoarea compoziţie 
chimică: 1g/L glucoză, 1g/L KH2PO4, 1g/L (NH4)2SO4, 0,05g/L CaCl2, care a fost supus 
sterilizării 20 de minute la 110ºC, iar apoi repartizat în pahare Erlenmeyer. 

VIII.3. Rezultate şi discutii 
VIII.3.1.Caracterizarea extractelor utilizate în cultivarea microorganismelor 

 Pentru obţinerea mediilor de cultură, s-a efectuat diluarea extractului din 20 g de 
material aflat într-un volum de 500 mL şi caracterizat în detaliu în Capitolul V. 3. 1, până ce 
concentraţia acestuia a devenit echivalentă cu cea a unui extract separat din 5, 10 respectiv 15 
g/L material vegetal. În extractele astfel obţinute s-a stabilit conţinutului de polifenoli totali 
(Tabelul VIII. 1). 

Tabel VIII. 1.  
Conţinutul de polifenoli totali din extractele folosite pentru realizarea mediului de cultură  

 
Extracte apoase din: 

Conţinutul în polifenoli 
totali al extractului din 5 
g/L material vegetal (mg 

GAE/L) 

Conţinutul în polifenoli 
totali al extractului din 
10 g/L material vegetal 

(mg GAE/L) 

Conţinutul în 
polifenoli totali al 

extractului din 15 g/L 
material vegetal (mg 

GAE/L) 

 Coajă de Picea abies 148,78 258,95 390,53 
 Seminţe de Vinis 
vinifera 

143,39 259,14 391,87 

 Asclepias syriaca 
plantă 

112,93 151,56 213,59 

 
VIII.3.4. Cultivarea drojdiilor în extracte din seminţe de Vitis vinifera în prezenţa 

diferitelor adaosuri ale ionilor de cupru 
VIII.3.4.1. Influenţa condiţiilor de cultură asupra randamentului în biomasă 
Mediile de cultură ce conţin extracte apoase cu un conţinut în polifenoli totali de 

391,87 mgGAE/L nu determină un comportament foarte diferit al tulpinii R2. Cantitatea 
maximă de biomasă umedă atinge valori de 9,6 g/L şi se înregistrează pentru cultura condusă 
în mediul în care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru (Fig. VIII. 68.).  

  
Fig. VIII. 68. Variaţia cantităţii de biomasă umedă 
pentru culturile R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 
(semnificaţia notaţiilor vezi Anexa VII); 

Fig. VIII. 74. Variaţia pH-ului pe parcursul culturilor 
R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 (semnificaţia notaţiilor 
vezi Anexa VII); 

 
VIII.3.4.2. Variaţia pH-ului pe parcursul proceselor fermentative 
Conform datelor publicate de Ertugrun S. şi colab în 2009, cuprul este adsorbit de 

celulele drojdiei la valori ale pH-ului de 4 şi 5 în aceleaşi concentraţii. De asemenea, 
bioacumularea cuprului de către drojdiile Rhodotorula mucilaginosa a fost investigată în 
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mediul de cultură ce conţine melasă ca sursă de carbon, valoarea optimă a pH-ului pentru 
procesul de bioadsorbţie fiind în jur de 4. Maximul cantităţii de cupru bioadsorbit se 
realizează în intervalul 4-6 zile şi creşte o dată cu creşterea concentraţiei ionului metalic în 
mediul de cultură. 

Astfel, se poate observa din datele proprii obţinute că, concentraţia cuprului este în 
scădere până la sfarşitul procesului, fenomen determinat de valorile scăzute ale pH-ului în 
mediul de cultură, aceşti ioni metalici fiind probabil adsorbiţi de către biomasa biosintetizată. 

Prezenţa în mediul de cultură a extractelor cu concentraţia cea mai ridicată în produşi 
polifenolici totali (391,87 mgGAE /L) are că efect o scădere a pH-ului în primele 24 de ore 
până la valori de 3,5. De asemenea, se poate remarca faptul că, pentru fermentaţiile în urma 
cărora s-a obţinut cantitatea maximă în biomasă umedă (Fig. VIII. 68.), valoarea pH-ului se 
situează în jurul valorii de 4,5 (Fig. VIII. 74.).   

 
VIII.3.4.3. Variaţia concentraţiei compuşilor polifenolici în mediul de cultură 
 
La concentraţii ridicate ale compuşilor polifenolici în extract cantitatea celor care 

formează complecşi cu ionii de cupru este mult mai mare decât în cazurile în care concentraţia 
compuşilor polifenolici totali este mai scăzută (Fig. VIII. 80). La cultivarea tulpinii R2, s-a 
remarcat că, cantitatea maximă de compuşi polifenolici degradaţi s-a produs în cazul culturii 
notată R2S15Cu25 (Fig VIII. 80.), însă care nu a reprezentat experimentul în care s-a 
înregistrat un maxim al randamentului în biomasă umedă (Fig. VIII. 68.). 

 

  
Fig. VIII. 80. Variaţia concentraţiei polifenolilor totali 
pe parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 
(semnificaţia notaţiilor vezi Anexa VII); 

Fig. VIII. 86. Variaţia concentraţiei ionilor de cupru pe 
parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 
(semnificaţia notaţiilor vezi Anexa VII); 

 
VIII.3.4.4. Variaţia concentraţiei ionilor de cupru 
În ceea ce priveşte situaţia ionilor de cupru indroduşi în extract, se poate observa că 

cea mai mare cantitate este legată înainte de inoculare. Acest fapt este susţinut de către datele 
de literatură (Kraal P., şi colab., 2006) conform cărora, ionii de cupru sunt complexaţi în 
soluţiile apoase de către compuşii polifenolici. De asemenea, se poate remarca faptul că o 
cantitate însemnată a acestora este reţinută de biomasa celulară, un procent care se ridică până 
la 5%. 

În Fig. VIII. 86 se poate remarca sinergismul constatat între existenţa compuşilor 
polifenolici din extractele apoase şi prezenţa ionilor de cupru adăugaţi în mediu. Cu toate că 
aceste extracte apoase prezintă concentraţia cea mai ridicată în compuşi polifenolici, şi anume 
391,87 mgGAE/L, se poate observa că în momentul în care s-au adăugat în mediu 10 mg/L 
ioni de cupru, un procent de 60% din aceştia au fost complexaţi. Cu cât creşte concentraţia 
ionilor de cupru în mediu cu atât creşte şi gradul lor de reţinere. De asemenea, cantitatea de 
ioni metalici captaţi de biomasă este ridicata doar în cazul culturilor conduse în extract în care 
s-au adăugat 10 mg/L cupru. Însă, odată cu creşterea cantităţii de biomasă din mediul de 
cultură, creşte şi procentul ionilor metalici reţinuţi. 
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VIII.3.4.5. Influenţa condiţiilor de cultură asupra biosintezei pigmenţilor 
carotenoizi 

 
Prezenţa în mediul de cultură a extractelor cu o concentraţie cea mai ridicată în 

compuşi polifenolici (391,87 mgGAE/L) permite obţinerea celor mai ridicate randamente în 
pigmenţi carotenoidici biosintetizaţi de cele două tulpini de drojdie. 

 

 
Fig. VIII. 92. Variaţia concentraţiei pigmenţilor carotenoizi pe parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25, 

50, 100 (semnificaţia notaţiilor vezi Anexa VII); 
 

Efectul favorabil al extractelor este mult mai evident pentru tulpina R2 comparativ cu 
tulpina R1. Astfel, tulpina R2 biosintetizează cantităţi maxime de pigment carotenoid care 
ating valori de 6 μg/g biomasă uscată, şi se înregistrează pentru cultura martor (Fig. VIII. 92).  
 
Capitolul IX  Concluzii finale 

 
Rezultatele obţinute în urma cercetărilor prezentate în teza de doctorat cu titlul STUDIUL 

INFLUENŢEI PRODUSELOR POLIFENOLICE ASUPRA PROCESELOR METABOLICE ŞI 
DEZVOLTĂRII UNOR MICROORGANISME, au evidenţiat posibilitatea utilizării unor extracte 
din materiale vegetale reziduale în prepararea  mediilor  pentru cultivarea a două tulpini de drojdie 
Rhodotorula mucilaginosa care să ofere cantităţi semnificative de pigmenţi carotenoizi.  

Astfel, s-au utilizat extracte apoase din Asclepias syriaca (Mierea albinelor), coajă de Picea 
abies (molid) şi seminţe de Vitis vinifera (struguri roşii) în concentraţii diferite în mediile de cultură, 
alături de glucoză în concentraţii normale sau scăzute, urmărindu-se efectele acestora asupra 
randamentului în biomasă precum şi biosintezei de pigmenţi carotenoizi.  

De asemenea, alături de extractele menţionate în alte experimente s-au testat şi ionii de cupru 
în diferite concentraţii. În acest caz s-au urmărit aceeaşi parametri în paralel cu evoluţia concentraţiei 
ionilor de cupru care pot fi adsorbiţi de biomasa umedă sau complexaţi de compuşii polifenolici 
prezenţi în mediul de cultură. Într-o altă serie de experimente au fost testate efectele a două tipuri de 
lignină asupra microorganismelor studiate şi s-au evidenţiat prin metode spectrale transformările 
suferite de polimerul aromatic. 

Studiile de literatură precum şi rezultatele experimentale prezentate în lucrarea de doctorat au 
condus la următoarele concluzii: 

1. Drojdiile Rhodotorula sp. au fost cultivate pe foarte multe tipuri de substraturi pentru a 
obţine cantităţi cât mai ridicate de pigment carotenoid, şi anume: iaurt, melasă, glicerol, tărâţe de orez, 
acid lactic însă, în funcţie de condiţiile de cultivare produc pigmenţi carotenoizi în cantităţi 
semnificative. 

2. Drojdiile din genul Rhodotorula sunt capabile a degrada compuşii cu structură polifenolică 
printre care: acizii ferulic,  vanilic, sinapic şi acid galic. 

3. Lignina este o substanţă care joacă un rol foarte important în ciclul carbonului pe pământ. 
Informaţile de literatură evidenţiază faptul că aceasta poate avea aplicaţii mult mai largi, fiind 
menţionată utilizarea sa în hrana animalelor, în fertilizarea solului, în procese de bioremediere etc. 
Datorită structurii sale complexe, doar câteva tipuri de microorganisme sunt capabile să degradeze 
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lignina, biodegradarea macromoleculei de lignină realizându-se sub acţiunea enzimelor extracelulare 
nespecifice, dintre care cele mai importante sunt:  lignin peroxidaza, mangan peroxidaza şi lacaza.  

4. Cu toate că în literatură sunt prezentate câteva specii de drojdii care degradează monomerii 
ligninei, cum ar fi Rhodotorula graminis, Candida ingeniosa, Rhodotorula mucilaginosa, această clasă 
de microorganisme nu este considerată a fi capabilă a degrada structura polimerului. Sunt puţine 
informaţii privind interacţiunea drojdiilor cu lignina. Conform datelor de literatură, anumite specii din 
genul Rhodotorula pot ataca enzimatic lignina scindând molecule de dimensiuni mici pe care mai apoi 
să le introducă în circuitul metabolic, fără a biosintetiza sisteme enzimatice care să degradeze 
produsele până la dioxid de carbon şi apă. Rhodotorula sp. pot degrada acidul ferulic care este 
componentul majoritar al ligninei în plantele anuale, rezultate apreciate cu ajutorul tehnicilor spectrale. 

5. Cuprul reprezintă un micronutrient esenţial în plante, important pentru funcţionarea 
diferitelor enzime cum ar fi Cu/Zn superoxid dismutaza, ascorbat oxidaza, polifenol oxidaza, citocrom 
C oxidaza şi plastocianina. În lipsa acestuia, creşterea plantelor se realizează cu dificultate. Prezenţa 
acestor ioni în formă liberă în organismele vii conduce la interacţiuni cu formele libere ale oxigenului, 
consecinţa acestei reacţii fiind producerea de specii reactive ale oxigenului prin reacţia Fenton, care 
sunt generate necontrolat ducând astfel la distrugeri oxidative ale biomoleculelor.  

6. Mulţi compuşi polifenolici prezintă caracter antioxidant mult mai puternic comparativ cu 
vitaminele. Activitatea antioxidantă a acizilor fenolici derivă din numărul şi poziţia grupelor hidroxil 
legate de nucleul aromatic, şi de asemenea de tipul de substituenţi. Cea mai mare activitate 
antioxidantă a fost înregistrată pentru orto-difenoli. Abilitatea de chelatizare a metalelor cu polifenolii 
este legată de prezenţa compuşilor orto-dihidroxi, ca de exemplu grupele galoil sau structurile de tip 
catehol; reacţia prezentând o foarte mare importanţă o dată ce chelatarea metalelor are loc la pH-ul 
fiziologic. Studiile fizico-chimice cu privire la complecşii formaţi între metale şi polifenoli în stare de 
echilibru au stabilit că oxidarea catalitică sau necatalitică în soluţie a acizilor cinamic, vanilic, siringic, 
protocatehuic, şi 3,4,5-trimetoxibenzoic, acidului tanic, flavonelor (quercetinei), catehinei, acizilor 
galic şi ferulic are loc în prezenţa ionilor metalici. 

7. Multe tipuri de biomase microbiene au capacităţi de biosorbţie. Biomasa drojdiilor a fost 
utilizată cu succes ca  biosorbent în eliminarea ionilor de Ag, Au, Cd, Cu, Cr, Ni, U şi Zn din soluţiile 
apoase. Multe dintre drojdii pot adsorbi un spectru larg de metale sau pot fi specifice pentru unul 
singur. Celulele de Rhodotorula mucilaginosa prezintă capacitate de îndepărtare a ionilor de Cu(II) din 
soluţiile apoase, mai ales atunci când concentraţia acestora este sub 100 mg/L, situaţie în care 
procesele de depoluare existente în acest moment sunt prea costisitoare şi slab eficiente în îndepărtarea 
acestor concentraţii scăzute din soluţii. 

8. În experimentele efectuate s-au folosit trei tulpini de drojdii Rhodotorula mucilaginosa  
selecţionate şi puse la dispoziţie de laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universităţii 
“Dunărea de Jos” din Galaţi iar identificarea lor a fost posibilă ca urmare a stagiului de cercetare 
efectutat în laboratoarele Departamentului de Biologie Aplicată, Secţia de Microbiologie şi Colecţia de 
Drojdii Industriale DBVPG, din cadrul Universităţii din Perugia, Italia (University of Perugia – 
Department of Applied Biology, Section of Microbiology & Industrial Yeasts Collection DBVPG 
(www.agr.unipg.it/dbvpg ), Perugia, Italy). 

9. Astfel, studiul proceselor de metabolizare a diferitelor surse de carbon şi azot, precum şi 
influenţa temperaturii, a condus la concluzia că cele două tulpini de drojdie folosite în partea 
experimentală se identifică cu Rhodotorula mucilaginosa. Cu toate acestea, s-au observat diferenţe 
interspecifice între cele trei tulpini analizate, fapt constatat prin aspectul coloniilor cultivate pe mediul 
de cultură agarizat precum şi în  asimilarea anumitor surse de carbon cu o dinamică diferită, deosebiri 
care apar datorită izolării acestora de pe diferite medii naturale. Ţinând seama de aceste informaţii cele 
două tulpini utilizate în partea experimentală au fost notate cu R1 şi R2. 

10. În urma analizelor moleculare s-a stabilit că cele trei tulpini de drojdii sunt identice în 
proporţie de 100% cu Rhodotorula mucilaginosa AF070432, tulpină care se găseşte în baza de date 
GenBank. 

11. Extractul apos din Asclepias syriaca, cu un conţinut în polifenoli totali de 112,93 mgGAE 
/L, duce la obţinerea unui randament maxim în biomasă pentru tulpina notată R1. Fermentaţiile 
realizate în medii de cultură ce conţin pe lângă extractele apoase din Asclepias syriaca, 1 g/L glucoză, 
întreţin creşterea celor două tulpini de drojdie până în a patra zi de cultură, cantitatea de biomasă 
produsă de tulpina notată R1 ajungând la jumatate comparativ cu situaţia în care tulpina R1 a fost 
cultivată în mediul de cultură cu o concentraţie a polifenolilor totali separaţi din Asclepias syriaca de 
112.93 mgGAE/L . 

http://www.agr.unipg.it/dbvpg
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12. În prezenţa extractelor din Asclepias syriaca, tulpina notată R2 degradează o cantitate mai 
mare de polifenoli totali comparativ cu tulpina R1, cele două microorganisme caracterizându-se prin 
procese metabolice diferite. Compuşii polifenolici existenţi în extractele apoase din Asclepias syriaca 
sunt folosiţi cu precădere ca sursă de carbon în creşterea celor două tulpini de drojdie, cantitatea 
consumată crescând atunci când în mediul de cultură nu mai există o altă sursă de carbon. 

13. Condiţia optimă pentru biosinteza unor cantităţi maxime de pigmenţi carotenoizi pentru 
fermentaţiile celor două tulpini de drojdie în extractele apoase separate din Asclepias syriaca este 
reprezentată în cazul cultivării tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract apos din A. syriaca 
cu un conţinut în compuşi polifenolici totali de 112,93 mg GAE/L. 

14. Extractul apos din coajă de Picea abies, cu un conţinut în polifenoli totali de 148,78 
mgGAE /L reprezintă mediul în care se  obţine o cantitate maximă de biomasă umedă în urma 
fermentaţiei tulpinii R1. 

15. Prezenţa extractului apos din coajă de Picea abies, cu un conţinut în polifenoli totali de 
89,98 mgGAE /L, oferă condiţii pentru a realiza un randament maxim în biomasă umedă pentru 
fermentaţiile conduse în mediul de cultură ce conţine 1 g/L glucoză, condiţie reprezentată de 
fermentaţia tulpinii notată R2. 

16. Compuşii polifenolici din extractele apoase din coajă de Picea abies, sunt utilizaţi de către 
cele două tulpini de drojdie, fiind degradaţi într-o proporţie de 40% din concentraţia iniţială când în 
mediu este introdusă o cantitate de 15 g/L glucoză. În lipsa glucozei ca sursă complementară de 
energie, sistemele enzimatice proprii celor două tulpini degradează un procent de aproximativ 60% din 
concentraţia compuşilor polifenolici existenţi în aceste extracte apoase indiferent de concentraţia 
acestora. 

17. Situaţia în care se obţine cantitatea maximă de pigment pentru fermentaţiile conduse în 
extracte apoase din coajă de Picea abies, este reprezentată de fermentaţia tulpinii notată R1 în mediul 
de cultură ce conţine o concentraţie în compuşi polifenolici de 89,98 mgGAE /L.  

18. Maximul randamentului în biomasă umedă pentru fermentaţiile conduse în extracte 
separate din seminţe de Vitis vinifera se înregistrează pentru cultivarea tulpinii notată R1 în mediul  ce 
conţine o concentraţie în compuşi polifenolici totali de 69,19 mgGAE/L. Aceasta reprezintă condiţia şi 
pentru obţinerea unei cantităţi maxime în pigment carotenoid. 

19. În urma procesului de modelare statistică a datelor referitoare la cantitatea de biomasă 
umedă rezultată în urma cultivării celor două tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, s-a obţinut 
un coeficient de corelaţie apropiat de valoarea 1, ceea ce semnifică faptul că rezultatele experimentale 
sunt în concordanţă cu cele calculate. 

Analiza diferitelor variante a condus la concluzia că pentru obţinerea unui randament maxim 
în biomasă umedă cea mai avantajoasă situaţie este cea în care se cultivă tulpina notată R1 în prezenţa 
extractului din Asclepias syriaca cu un conţinut în polifenoli de 112,93 mg GAE/L şi a unei 
concentraţii în glucoză de 15 g/L. 

20. În urma optimizării randamentului în  pigmenţi carotenoizi biosintetizaţi de cele două 
tulpini de drojdie a rezultat că valoarea rezultată se încadrează în domeniul experimental pentru toate 
variantele analizate. De asemenea, testarea stabilităţii optimului determinat a dus la concluzia că acesta 
se păstrează pentru intervale stabile de timp şi randament în biomasă umedă. Analiza efectuată a 
condus la stabilirea condiţiilor optime pentru obţinerea unui conţinut maxim în pigmenţi carotenoizi de 
37,24 µg pigment/g biomasă uscată şi un randament în biomasă uscată de 37,488 g/L care sunt oferite 
de cultivarea tulpinii notata R1 folosind ca sursă de carbon extractul din seminţe de Vitis vinifera cu o 
concentraţie în compuşi polifenolici totali de 69,19 mgGAE/L şi o concentraţie a glucozei de 15g/L. 

21. Cele două tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, sintetizează enzime capabile să 
acţioneze asupra diferitelor grupe funcţionale din structura ligninei, pe care le foloseşte ca sursă de 
carbon şi energie. 

22. Condiţia pentru obţinerea unei cantităţi maxime de biomasă în cultivarea celor două tulpini 
de drojdie în medii ce conţin soluţii de diferite concentraţii din lignine din paie de grâu şi iarbă, este 
reprezentată de cultivarea tulpinii notată R1 în mediul  ce conţine 0,8% lignină notată L1. 

23. Concentraţii maxime de pigmenţi carotenoizi rezultă în cazul cultivării celor două tulpini 
de drojdie în medii ce conţin soluţii din lignine din paie de grâu şi iarbă, reprezentată de cultivarea 
tulpinii R2 în mediul ce conţine o concentraţie de 0,5% din lignina notată L2. 

24. Sistemele enzimatice biosintetizate de drojdii în condiţiile cultivării în mediul pe bază de 
produse ligninice produc modificări semnificative asupra structurii acestora. Modificările apar la 
nivelul grupelor metil, prin scindarea acestora de pe nucleul aromatic sau din catenele laterale. Un alt 
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tip de reacţie care detrmină modificările produse în structura ligninei sunt reacţiile de oxidare de la 
nivelul grupelor carbonil, carboxil şi hidroxil, aparţinând cetonelor, alcoolilor, fenolilor, aldehidelor. 
Astfel, se poate spune că soluţiile de lignină folosite în fermentaţiile drojdiilor sunt propice dezvoltării 
şi biosintezei de compuşi carotenoizi pentru cele două tulpini de drojdii. 

25. Condiţia pentru obţinerea celui mai ridicat randament în biomasă umedă, pentru 
fermentaţiile celor două tulpini de drojdie conduse în extracte apoase din cele trei materiale vegetale 
alături de ionii de cupru, este reprezentată de fermentaţia tulpinii notată R1 în extract apos din 
Asclepias syriaca cu o concentraţie în compuşi polifenolici de 213,59 mgGAE/L alături de care s-au 
introdus 10 mg/L ioni de cupru. 

26. Cea mai ridicată concentraţie în pigment carotenoid se înregistrează pentru fermentaţiile 
celor două tulpini de drojdii conduse în extracte apoase din cele trei materiale vegetale alături de ioni 
de cupru, în cazul tulpinii notată R1 în extract apos separat din coajă de Picea abies cu o concentraţie 
în compusi polifenolici totali 390,53 mgGAE/L. 

27. În situaţia în care cele două tulpini de drojdie au fost cultivate în medii  ce conţin pe lângă 
compuşi polifenolici  10 mg/L ioni de cupru, cea mai mare concentraţie a acestuia a fost adsorbită în 
urma fermentaţiei tulpinii notată R2 în extract apos separat din seminţe de Vitis vinifera cu un conţinut 
în compuşi polifenolici totali de 143,39 mgGAE/L. 

28. Cele două tulpini de drojdie cultivate în medii ce conţin pe lângă compuşi polifenolici 25 
mg/L ioni de cupru, au dus la adsorbţia unei cantităţi maxime în urma fermentaţiei tulpinii notata R1 în 
mediul de cultură ce conţine extract apos separat din coajă de Picea abies cu o concentraţie în compuşi 
polifenolici totali 390,53 mgGAE/L. 

29. Atunci când cele două tulpini de drojdie au fost cultivate în medii ce conţin pe lângă 
compuşi polifenolici 50 mg/L ioni de cupru, cea mai mare concentraţie a acestuia a fost adsorbită în 
urma fermentaţiei tulpinii notată R1 în extract apos din Asclepias syriaca cu o concentraţie în compuşi 
polifenolici de 213,59 mgGAE/L. 

30. Când cele două tulpini de drojdie au fost cultivate în medii ce conţin pe lângă compuşi 
polifenolici 100 mg/L ioni de cupru, cea mai mare cantitate din acesta a fost adsorbită în cazul culturii 
tulpinii notată R2 în mediul de cultură ce conţine extract apos din Asclepias syriaca cu o concentraţie 
în compuşi polifenolici de 151,56 mgGAE/L. 
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Anexe 
Anexa I: 
Semnificaţia notaţiilor utilizate în fermentaţiile prezentate în Capitolul V 
 
R1 – cultură realizată prin fermentaţia tulpinei R1 în mediul de cultură fără extracte vegetale; 
R2 - cultură realizată prin fermentaţia tulpinei R2 în mediul de cultură fără extracte vegetale; 
R1AS0.5- cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca; 
R1AS5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca; 
R2AS0.5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca; 
R2AS5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca; 
R1’AS0.5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca;  
R1’AS5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca; 
R2’AS0.5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca; 
R2’AS5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca; 
R1M0.5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L coajă de Picea abies; 
R1M5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies; 
R2M0.5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L coajă de Picea abies; 
R2M5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies; 
R1’M0.5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 0.5 g/L coajă de Picea abies; 
R1’M5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies; 
R2’M0.5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 0.5 g/L coajă de Picea abies; 
R2’M5 - cultură realizată în mediu de cultură cu adaos de 1 g/L glucoză ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies; 
R1S0.5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L seminţe de Vitis vinifera; 
R1S5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L seminţe de Vitis vinifera; 
R2S0.5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L seminţe de Vitis vinifera; 
R2S5 - cultură realizată în mediu de cultură ce conţine extract din 0.5 g/L seminţe de Vitis vinifera; 
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Anexa II  
Cantităţile maxime de biomasă umedă şi pigmenţi carotenoizi obţinute în urma proceselor fermentative prezentate în 
Capitolul V 
 

 
 
 

Experiment 

Cantitatea maximă de biomasă umedă obţinută Cantitatea maximă de pigment 
biosintetizată 

 
Timp, h 

 
Biomasă umedă, g/L 

 
Timp, h 

Pigment 
carotenoid, µg/g 
biomasă uscată 

R1 216 31,416 216 38,6965 
R2 216 34,08 216 21,885 
R1AS0.5 192 18,614 120 9,2332 
R1AS5 192 50,009 144 8,325 
R2AS0.5 168 29,129 192 11,4942 
R2AS5 192 37,716 192 12,856 
R1’AS0.5 144 20,54 120 7,8073 
R1’AS5 72 24,24 120 5,19 
R2’AS0.5 120 16,869 144 7,5758 
R2’AS5 144 19,901 168 11,1279 
R1M0.5 168 32,265 168 17,3146 
R1M5 216 43,365 144 11,7896 
R2M0.5 144 31,688 120 9,54 
R2M5 96 38,424 168 9,2619 
R1’M0.5 144 21,361 48 10,3185 
R1’M5 168 17,66 48 9,5303 
R2’M0.5 144 25,047 120 3,9312 
R2’M5 96 21,413 120 1,4962 
R1S0.5 216 37,488 216 37,2422 
R1S5 192 33,191 144 24,803 
R2S0.5 120 26,635 96 7,1459 
R2S5 168 31,974 120 15,8915 
 
 
 
 
 
Anexa III 
Semnificaţia notaţiilor utilizate în fermentaţiile prezentate în Capitolul VII 
 
R1L10.1% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,1%; 
R1L10.3% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,3%; 
R1L10.5% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,5%; 
R1L10.8% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,8%; 
R2L10.1% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,1%; 
R2L10.3% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,3%; 
R2L10.5% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,5%; 
R2L10.8% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L1 în procent de 0,8%; 
R1L20.1% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,1%; 
R1L20.3% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,3%; 
R1L20.5% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,5%; 
R1L20.8% - Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,8%; 
R2L20.1% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,1%; 
R2L20.3% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,3%; 
R2L20.5% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,5%; 
R2L20.8% - Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură la care s-a adăugat lignină L2 în procent de 0,8%; 
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Anexa IV: Spectrele FT-IR a ligninelor recuperate din mediul de cultură rezidual 
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Anexa IV.a. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu recuperată din mediul de cultură a experimentului 

notat R1L10.5%; 
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Anexa IV.b. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu recuperată din mediul de cultură a experimentului notat 

R1L10.8%; 
 
 

R2L1 0.3%.SPC
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Anexa IV.c. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu recuperată din mediul de cultură a experimentului notat 

R2L10.3%; 
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Anexa IV.d. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din paie de grâu recuperată din mediul de cultură a experimentului notat 

R2L10.8%; 
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Anexa IV.e. Spectrul IR înregistrat pentru lignina din iarbă recuperată din mediul de cultură rezidual propriu experimentului 

notat R1L20.1%; 
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Anexa IV.f. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din iarbă recuperată din mediul de cultură rezidual propriu 

experimentului notat R1L20.5%; 
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Anexa IV.g. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din iarbă recuperată din mediul de cultură rezidual propriu 

experimentului notat R2L20.3%; 
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Anexa IV.h. Spectrul FT-IR înregistrat pentru lignina din iarbă recuperată din mediul de cultură rezidual propriu 

experimentului notat R2L20,8%; 
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Anexa V: 
Intensităţile lungimilor de undă proprii spectrelor FT-IR înregistrate pe ligninele reziduale recuperate din mediul de cultură 
 
Lungimea 
de unda, 

cm-1 

L1 L2 R1L1 
0.1% 

R1L1 
0.3% 

R1L1 
0.5% 

R1L1 
0.8% 

R1L2 
0.1% 

R1L2 
0.3% 

R1L2 
0.5% 

R1L2 
0.8% 

R2L1 
0.1% 

R2L1 
0.3% 

R2L1 
0.5% 

R2L1 
0.8% 

R2L2 
0.1% 

R2L2 
0.3% 

R2L2 
0.5% 

R2L2 
0.8% 

843,96 S M - - - S S M - M - M S S M M M M 
918,11 S - P - FP - - - - P - - - - - - - - 

1033,84 M M FP FP P P - - P P P P - P P P P P 
1103 - - - P - - P P - - - P FP - P - P - 

1124,5 FP FP - - P FP P FP FP P FP FP FP FP P FP P P 
1147,64 P - P P FP - P P - - P FP FP - P P - - 
1220,94 FP FP P - P FP P FP FP P - FP FP FP P P P FP 
1265,3 P P P - - - P FP FP P P - P P P - - P 

1328,95 P P - - - M - P P P - - - P - P P P 
1365,6 - - - - - - - - - M - - P P P - P P 

1425,39 P P P M M P P P P P - P P P P P P P 
1462,04 P P P M P P P P FP P P P P FP P FP P P 
1512,19 FP FP P M M P FP FP FP FP P FP P FP FP FP FP FP 
1600,91 P P - - M P - - - M - - - P P P - - 
1658,78 - - P M M P FP P P P P FP FP P FP P P P 
1707,0 M P - M M - - P P P - - FP P FP P P P 

2846,93 M M - - P P P P - - - - - P - - - - 
2939,51 M M P - P P P P P P P P P P P P P P 
3215,33 - - - - P P P P P P FP FP FP P P P P P 
3412,07 P M FP P P P - - M P - - - P P P P P 
3523,94 - - - - - - M M M M - - - - - - - - 

P – puternic     FP – foarte puternic       M – mediu     S – slab
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Anexa VI:  
Cantităţile maxime de biomasă umedă şi pigmenţi carotenoizi obţinute în urma proceselor fermentative prezentate în 
Capitolul VII 
 

 
 

Experiment 
 

Cantitatea de biomasă obţinută Concentraţia de pigment biosintetizată 

Timp, h Biomasă umedă, g/L Timp, h Concentratie 
pigment 

carotenoid, µg/g 
biomasă uscată 

R1M 96 25,093 96 2,145 
R2M 96 20,725 96 2,383 
R1L10.1% 72 16,168 96 0,5118 
R1L10.3% 96 17,654 96 1,6514 
R1L10.5% 96 17,347 96 2,1021 
R1L10.8% 96 21,071 96 0,6213 
R1L20.1% 96 14,52 96 0,123 
R1L20.3% 72 7,325 96 2,763 
R1L20.5% 72 7,892 96 0,334 
R1L20.8% 96 7,281 96 1,0409 
R2L10.1% 96 16,088 96 2,9073 
R2L10.3% 96 16,93 96 2,4129 
R2L10.5% 96 16,98 96 3,653 
R2L10.8% 72 17,541 96 2,4689 
R2L20.1% 96 14,891 96 1,8478 
R2L20.3% 96 16,851 96 3,1887 
R2L20.5% 96 13,445 96 4,6545 
R2L20.8% 96 13,156 96 0,3272 
 
 
Anexa VII 
Semnificaţia notaţiilor utilizate în fermentaţiile prezentate în Capitolul VIII 
 
R1AS5Cu0 –  Tuplina R1 culivată în mediu cu extract din 5 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru;  
R1AS5Cu10 – Tuplina R1 culivată în mediu cu extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au adăugat 10 mg/L ioni de 
cupru; 
R1AS5Cu25 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1AS5Cu50 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1AS5Cu100 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2AS5Cu0 - Fermentaţia tuplinii R2 condusă în extract din 5 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru; 
R2AS5Cu10 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2AS5Cu25 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2AS5Cu50 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2AS5Cu100 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1AS10Cu0 – Fermentaţia tuplinii R1 condusă în extract din 10 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru; 
R1AS10Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1AS10Cu25 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1AS10Cu50 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1AS10Cu100 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2AS10Cu0 - Fermentaţia tuplinii R2 condusă în extract din 10 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru; 
R2AS10Cu10 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2AS10Cu25 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
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R2AS10Cu50 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2AS10Cu100 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1AS15Cu0 - Fermentaţia tuplinii R1 condusă în extract din 15 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru; 
R1AS15Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1AS15Cu25 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1AS15Cu50 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1AS15Cu100 - Fermentaţia tulpinii R1 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2AS15Cu0 - Fermentaţia tuplinii R2 condusă în extract din 5 g/L Asclepias syriaca în absenţa ionilor de cupru; 
R2AS15Cu10 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2AS15Cu25 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2AS15Cu50 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2AS15Cu100 - Fermentaţia tulpinii R2 în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L Asclepias syriaca în care s-au 
adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1M5Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1M5Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1M5Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1M5Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1M5Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2M5Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2M5Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2M5Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2M5Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2M5Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L coajă de Picea abies în care 
s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1M10Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1M10Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1M10Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1M10Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1M10Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2M10Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2M10Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2M10Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2M10Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2M10Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1M15Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1M15Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
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R1M15Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1M15Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1M15Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2M15Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2M15Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2M15Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2M15Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2M15Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L coajă de Picea abies în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1S5Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1S5Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1S5Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1S5Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1S5Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2S5Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2S5Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2S5Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2S5Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2S5Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 5 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1S10Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1S10Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1S10Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1S10Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1S10Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera 
în care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R2S10Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2S10Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2S10Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2S10Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2S10Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 10 g/L seminţe de Vitis vinifera 
în care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
R1S15Cu0 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R1S15Cu10 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R1S15Cu25 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R1S15Cu50 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R1S15Cu100 – Fermentaţia tulpinii R1 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera 
în care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 



49 
 

R2S15Cu0 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
absenţa ionilor de cupru; 
R2S15Cu10 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 10 mg/L ioni de cupru; 
R2S15Cu25 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 25 mg/L ioni de cupru; 
R2S15Cu50 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera în 
care s-au adăugat 50 mg/L ioni de cupru; 
R2S15Cu100 – Fermentaţia tulpinii R2 condusă în mediul de cultură ce conţine extract din 15 g/L seminţe de Vitis vinifera 
în care s-au adăugat 100 mg/L ioni de cupru; 
 
 
Anexa VIII:  
Condiţiile pentru obţinerea cantităţilor maxime a biomasei umede, biosintezei pigmenţilor carotenoizi şi absorbţiei 
ionilor de cupru pentru procesele fermentative prezentate în Capitolul VIII 
 
 
 
 
Experiment  

Condiţii optime pentru 
obţinerea de biomasă 
umedă 

Condiţii optime pentru 
absorbţia de Cu2+  

Condiţii optime pentru biosinteza 
de pigment carotenoid 

Timp, h 
 

Biomasă 
umedă, g/L 

Timp, h Concentraţie Cu2+, 
mg/L  

Timp, h Concentraţie pigment 
carotenoid, µg/g 
biomasă uscată 

R1AS5Cu0 96 6,692 - - 96 0,138 
R1AS5Cu10 96 8,7 96 7,628 96 0,215 
R1AS5Cu25 72 11,218 96 18,947 96 0,392 
R1AS5Cu50 72 8,27 96 37,799 96 0,21 
R1AS5Cu100 96 9,242 96 71,985 96 0,192 
R1AS10Cu0 72 7,465 - - 96 0,391 
R1AS10Cu10 72 7,291 72 7,478 96 0,483 
R1AS10Cu25 72 6,391 96 19,774 96 0,518 
R1AS10Cu50 72 7,821 96 38,781 96 0,125 
R1AS10Cu100 96 10,172 96 84,125 96 0,021 
R1AS15Cu0 96 19,612 - - 96 0,329 
R1AS15Cu10 72 24,752 96 7,087 96 1,373 
R1AS15Cu25 96 19,7 96 19,552 96 0,576 
R1AS15Cu50 96 18,767 96 43,332 96 0,496 
R1AS15Cu100 96 15,015 96 85,997 96 0,756 
R2AS5Cu0 96 10,108 - - 96 0,635 
R2AS5Cu10 72 8,363 96 7,654 96 0,851 
R2AS5Cu25 96 6,868 96 19,457 96 1,597 
R2AS5Cu50 96 10,02 96 39,694 96 1,089 
R2AS5Cu100 96 8,047 96 83,442 96 1,893 
R2AS10Cu0 96 5,779 - - 96 0,652 
R2AS10Cu10 96 10,134 96 6,184 96 0,812 
R2AS10Cu25 96 9,219 96 17,556 96 0,835 
R2AS10Cu50 72 7,179 96 28,45 96 1,013 
R2AS10Cu100 96 10,69 96 89,618 96 0,949 
R2AS15Cu0 72 7,107 - - 96 0,156 
R2AS15Cu10 72 8,375 96 7,507 96 0,105 
R2AS15Cu25 72 10,032 96 19,559 96 0,811 
R2AS15Cu50 72 14,794 96 40,637 96 1,432 
R2AS15Cu100 72 13,44 96 86,081 96 1,331 
R1M5Cu0 48 6,157 - - 96 0,381 
R1M5Cu10 48 7,968 96 7,351 96 0,425 
R1M5Cu25 24 7,358 96 20,128 96 0,912 
R1M5Cu50 96 5,553 96 40,163 96 0,712 
R1M5Cu100 48 1,651 96 80,105 96 0,815 
R1M10Cu0 96 7,17 - - 96 1,621 
R1M10Cu10 96 7,257 96 7,686 96 1,951 
R1M10Cu25 96 8,447 96 18,839 96 2,414 
R1M10Cu50 96 7,111 96 38,227 96 3,382 
R1M10Cu100 96 8,568 96 65,948 96 1,931 
R1M15Cu0 96 9,639 - - 96 6,612 
R1M15Cu10 96 8,465 96 5,812 96 3,415 
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R1M15Cu25 72 6,644 96 21,545 96 2,465 
R1M15Cu50 96 8,265 96 38,389 96 2,246 
R1M15Cu100 72 7,213 96 76,404 96 1,766 
R2M5Cu0 72 5,989 - - 96 2,815 
R2M5Cu10 48 5,747 96 7,774 96 2,125 
R2M5Cu25 48 6,39 96 19,397 96 3,282 
R2M5Cu50 96 3,803 96 40,466 96 2,895 
R2M5Cu100 72 2,891 96 81,449 96 2,981 
R2M10Cu0 96 3,556 - - 96 0,152 
R2M10Cu10 48 2,745 96 7,564 96 0,685 
R2M10Cu25 48 8,81 96 20,019 96 0,523 
R2M10Cu50 72 6,461 96 39,273 96 0,915 
R2M10Cu100 72 1,665 96 81,89 96 0,721 
R2M15Cu0 24 7,112 - - 96 1,021 
R2M15Cu10 96 6,286 96 7,707 96 1,567 
R2M15Cu25 72 7,704 96 18,809 96 1,753 
R2M15Cu50 96 6,645 96 39,414 96 2,829 
R2M15Cu100 96 6,108 96 70,863 96 1,952 
R1S5Cu0 24 6,503 - - 96 0,632 
R1S5Cu10 24 5,811 96 8,066 96 0,851 
R1S5Cu25 24 5,938 96 20,848 96 0,532 
R1S5Cu50 24 5,644 96 42,24 96 0,981 
R1S5Cu100 24 1,924 96 81,538 96 0,803 
R1S10Cu0 72 7,797 - - 96 1,0193 
R1S10Cu10 48 8,161 96 8,501 96 0,832 
R1S10Cu25 48 7,637 72 20,227 96 0,9354 
R1S10Cu50 48 7,442 72 39,67 96 1,215 
R1S10Cu100 24 5,804 96 84,739 96 0,352 
R1S15Cu0 96 8,078 - - 96 1,013 
R1S15Cu10 96 7,896 96 6,237 96 0,938 
R1S15Cu25 96 7,932 96 19,793 96 1,254 
R1S15Cu50 96 8,268 96 42,239 96 1,501 
R1S15Cu100 72 6,583 96 82,583 96 1,483 
R2S5Cu0 72 6,474 - - 96 0,835 
R2S5Cu10 72 6,003 96 8,615 96 0,892 
R2S5Cu25 48 6,945 96 19,981 96 1,012 
R2S5Cu50 24 6,1 96 36,474 96 0,915 
R2S5Cu100 96 5,395 96 65,783 96 1,121 
R2S10Cu0 96 5,297 - - 96 1,132 
R2S10Cu10 96 6,184 96 8,056 96 0,938 
R2S10Cu25 72 9,457 96 20,65 96 1,741 
R2S10Cu50 72 6,894 96 39,875 96 2,012 
R2S10Cu100 96 9,882 96 84,229 96 3,621 
R2S15Cu0 48 6,742 - - 96 5,584 
R2S15Cu10 72 7,95 96 7,493 96 3,871 
R2S15Cu25 96 8,896 96 19,849 96 4,229 
R2S15Cu50 96 9,647 96 40,139 96 2,153 
R2S15Cu100 72 8,853 96 85,269 96 0,69 
 

 

 

 


