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Introducere

In ultimile decenii, o dati cu evolutia tehnologici a crescut si cererea pentru coloranti
naturali. Acest lucru este determinat de faptul cd pe langa capacitatea de pigmentare a acestora,
colorantii naturali prezinta proprietéti antioxidante fatd de diferite substraturi organice si anorganice.
Datoritd cailor de metabolizare diferite In organismul uman sau animal, inlocuirea produsilor de
sinteza cu cei de provenientd naturald permite obtinerea unor beneficii ale produselor in care sunt
adaugati sau ale consumatorilor.

Pe langa proprietatile binecunoscute de agenti antioxidanti $i anticancerigeni ale pigmentilor
carotenoizi, acestia prezinta si capacitatea de pigmentare a diferitelor substrate. Deoarece se gadsesc in
naturd intr-o paletd foarte largd de culori, pot acoperii o buna parte din cerintele unor produse
industriale din care ar putea face parte.

Pana nu demult, acesti pigmenti naturali se extrigeau din materiale vegetale ca, sofranul,
tomate, morcovi s.a. Recent, datorita reducerii suprafetelor cultivate, si timpului lung al unei recolte,
acesti produsi au Inceput sa fie sintetizati chimic (Maldonade 1. R. si colab., 2008). Dezavantajele
produsilor de provenienta sintetica se referd la faptul ca acestia In organismul uman prezinta diferite
cai de metabolizare, spre deosebire de compusii naturali care sunt transformati prin céi bine stabilite.
Astfel, in urma metabolizarii compusilor sintetici in organism rezulta diferiti metaboliti cu caracter
mai mult sau mai putin toxic. Din acest motiv, se doreste inlocuirea acestor coloranti de provenienta
chimica cu cei separati din produse naturale.

Utilizarea microorganismelor cu capacitati de a sintetiza compusi chimici cu importanta
tehnologica a devenit de interes major (Shimada H. si colab., 1998). Conform datelor de literatura,
existd numeroase specii de microorganisme capabile sd producd acesti pigmenti naturali din clasa
carotenoidelor ca si compusi metabolici secundari cu scop principal in supravietuirea acestora. Printre
clasele principale de organisme identificate se remarcda specii de bacterii, alge, drojdii si fungi.
Deoarece aceste microorganisme prezintd o viteza ridicatd de crestere si de producere a unor cantitati
semnificative de caroteni, s-au studiat diferite procedee biotehnologice de obtinere a pigmentilor
carotenoizi utilizand ca materii prime pentru mediile de cultura, produse secundare rezultate din
diferite domenii industriale. De asemenea, carotenii produsi In urma cultivarii microorganismelor in
aceste medii de culturd, s-au dovedit a avea proprietati similare cu cele ale celor extrasi din plante, dar
intr-un timp redus de biosinteza.

Scopul tezei de doctorat intitulata Studiul influentei produselor polifenolice asupra proceselor
metabolice si dezvoltarii unor microorganisme, a fost utilizarea acestora pentru obtinerea unor
cantitdti Tnsemnate de pigmenti carotenoizi folosind diferite substraturi pentru cultivare care contin
compusi polifenolici extrasi din materiale vegetale reziduale, in lipsa sau in prezenta ionilor de cupru,
alaturi de solutii ale unor lignine rezultate din procesele de dezincrustare alcalina a unor plante anuale
(paie de grau si iarbd).

Teza de doctorat se extinde pe parcursul a 230 de pagini fiind structuratd in 9 capitole,
referinte bibliografice (240), si anexe care cuprind 19 tabele si 189 de figuri. Lucrarea contine doud
parti si anume Studiul de literatura si contributiile proprii aduse in domeniul de cercetare abordat.

Prima partea a tezei de doctorat cuprinde un studiu de literatura structurat in trei capitole.
Capitolul I intitulat Stadiul actual al cercetarilor privind posibilitatea obtinerii pigmentilor
carotenoizi folosind drojdiile Rhodotorula sp. ofera informatii cu privire la descrierea, importanta si
metabolismul drojdiilor ce apartin genului Rhodotorula. De asemenea, sunt sistematizate informatii cu
privire la biosinteza pigmentilor carotenoizi si factorii care influenteaza acest proces. Totodatd sunt
analizate tipurile de substrate pentru cultivare in scopul cresterii capacititii de biosintezd a
pigmentilor carotenoizi. Deoarece, aceste drojdii prezintd capacititi de degradare enzimaticd a
produselor polifenolice, s-au prezentat cateva mecanisme de degradare a unor compusi fenolici
existenti in materialele vegetale utilizate in partea experimentala.
utilizand drojdiile Rhodotorula sp., sunt descrise aspecte generale cu privire la structura ligninei,
precum si utilizarea acesteia in procesele de cultivare a plantelor sau ca sursd de carbon in cultivarea
microorganismelor din clasa basidiomicetelor.



Capitolul III cu titlul Aspecte privind interactiunea polifenolilor si drojdiilor cu ionii de
cupru cuprinde informatii cu privire la capacitatea si conditiile de complexare a compusilor
polifenolici cu ionii de cupru precum si modalitatile de adsorbtie a acestora utilizind biomasa
celulelor de drojdie.

Cea de-a doua parte a tezei de doctorat este destinata prezentdrii Contributiilor proprii, fiind
structurata pe parcursul a 6 capitole, ultimul fiind destinat prezentarii concluziior finale rezultate in
urma analizei rezultatelor experimentale.

Capitolul IV se refera la Incadrarea taxonomica a tulpinilor de drojdie utilizate in
experimente, si prezinta metodele fiziologice si moleculare de identificare a tulpinilor de drojdii
selectate 1n laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universitatii “Dunérea de Jos” din Galati
si utilizate in partea experimentald precum si rezultatele obtinute in urma acestor experimente.

In Capitolul V intitulat Influenta compusilor polifenolici separati prin extractie apoasd din
diferite materiale vegetale asupra dezvoltarii a doua tulpini de drojdie, trateaza in prima etapa
metodele utilizate in obtinerea datelor experimentale aldturi de caracterizarea extractelor apoase
utilizate in prepararea mediilor de culturd. Pe parcursul acestui capitol sunt detaliate efectele
extractelor apoase separate din cele trei materiale vegetale (planta de Asclepias syriaca, coaja de
Picea abies si seminte de Vitis vinifera) asupra randamentului in biosinteza de biomasd umeda si a
pigmentilor carotenoizi, metabolizarea sursei de carbon precum si metabolizarea compusilor
polifenolici existenti in mediul de cultura. Capitolul se finalizeaza cu concluziile partiale rezultate din
analiza datelor experimentale.

Capitolul VI prezintd rezulatele din Modelarea §i optimizarea procesului de biosinteza a
biomasei si a pigmentilor carotenoizi folosind speciile de drojdii Rhodotorula mucilaginosa cultivate
in extracte vegetale, si trateaza optimizarea proceselor de cultivare care au permis stabilirea
conditiilor optime de cultivare a celor doud tulpini de drojdie folosind rezultatele obtinute si
prezentate in Capitolul V.

Capitolul VII — Transformarea unor produse ligninice sub actiunea drojdiilor Rhodotorula
mucilaginosa, urmareste procesul de crestere a drojdiilor si de biosinteza a pigmentilor carotenoizi de
catre cele doud tulpini utilizate in prezenta ligninelor din iarba si din paie de grau in diferite
concentratii. In paralel, la sfarsitul fiecarui experiment, lignina reziduala din mediul de cultura a fost
separatd si supusa analizelor FT-IR, urmarindu-se modificarile structurale survenite in urma atacului
sistemelor enzimatice caracteristice drojdiilor cultivate in astfel de medii.

in Capitolul VIII sunt prezentate datele din Studii privind cultivarea drojdiilor Rhodotorula
mucilaginosa sub influenta unor factori de stres si in prezenta produselor polifenolice. Astfel, cele
doua tulpini de drojdie au fost cultivate Tn medii cu trei nivele de concentratii ale celor trei tipuri de
extracte, in prezenta ionilor de cupru (concentratii de 0, 10, 25, 50, 100 mg/L Cu®"). Rezultatele
obtinute au condus la stabilirea unor conditii optime de obtinere a pigmentilor carotenoizi precum i a
unor conditii in care ionii de cupru se retin in concentrati ridicate.

Capitolul IX — Concluzii generale, sistematizeaza aspectele rezultate obtinute 1n partea
experimentald a tezei de doctorat cu sublinierea contributiilor originale.

Este de mentionat faptul ca tulpinele de drojdii au fost selectionate si puse la dispozitie de
laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universititii “Dunédrea de Jos” din Galati iar
identificarea lor a fost posibild ca urmare a stagiului de cercetare efectutat in laboratoarele
Departamentului de Biologie Aplicata, Sectia de Microbiologie si Colectia de Drojdii Industriale
DBVPG, din cadrul Universitatii 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 obtinute pe parcursul elaborarii tezei de doctorat au fost diseminate prin articole
publicate in reviste cotate ISI (1 si 2 in curs de publicare) si BDI (4 si 1 in curs de publicare), articole
incluse in Volume ale Conferintelor Internationale s§i Nationale (4), participari la Conferinte
Internationale (4) si Nationale (4).

In rezumatul tezei de doctorat sunt prezentate pe scurt capitolele care cuprind doar
informatiile principale, concluziile generale, activitatea stiintifica si bibliografia selectivd. Pentru
redactarea capitolelor, subcapitolelor, figurilor, tabelelor, precum si a anexelor s-au pdstrat
notatiile originale din textul tezei de doctorat
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PARTEA I - STUDIUL DE LITERATURA

Capitolul I - Stadiul actual al cercetarilor privind posibilitatea obtinerii
pigmentilor carotenoizi folosind drojdiile Rhodotorula sp.

Primul capitol al studiului de literaturd cuprinde informatii cu privire la descrierea,
importanta si metabolismul drojdiilor ce apartin genului Rhodotorula. De asemenea, sunt
sistematizate informatii cu privire la biosinteza pigmentilor carotenoizi si factorii care
influenteaza acest proces. Totodata sunt analizate tipurile substratelor folosie pentru cultivare
in scopul cresterii capacitatii de biosintezd a acestor pigmenti. Deoarece, aceste drojdii
prezintd capacitdti de degradare enzimatica a produselor polifenolice, s-au analizat cateva
mecanisme de degradare a unora dintre cei existenti in materialele vegetale utilizate in partea
experimentala.

Capitolul II - Stadiul actual al cercetarilor privind posibilitatile de degradare ale
ligninei utilizind drojdiile Rhodotorula

In acest capitol sunt descrise aspecte generale cu privire la structura macromoleculei
de lignina, precum si utilizarea acesteia in procesele de cultivare a plantelor sau ca sursd de
carbon in cultivarea microorganismelor din clasa basidiomicetelor. De asemenea, sunt
prezentate caile si produsii de degradare a monomerilor ligninei de catre sistemele enzimatice
biosintetizate de drojdiile din genul Rhodotorula.

Capitolul III - Aspecte privind interactiunea polifenolilor si drojdiilor cu ionii de
cupru

Capitolul III cuprinde informatii cu privire la capacitatea si conditiile de complexare a
compusilor polifenolici cu ionii de cupru precum si modalitatile de adsorbtie a acestor ioni
utilizand biomasa celulelor de drojdie.

PARTEA II - CONTRIBUTII ORIGINALE

Capitolul IV - Incadrarea taxonomici a tulpinilor de drojdie utilizate in

experimente
IV.1. Oportunitatea abordarii temei de cercetare

Identificarea unor noi specii de drojdii reprezintd un subiect foarte important cu atat
de utilizare in cercetarea fundamentali si aplicativa. In experimentele efectuate in cadrul tezei
de doctorat s-au folosit douad tulpini de drojdii izolate in laboratoarele Platformei Alimentare
din cadrul Universitatii “Dunarea de Jos” din Galati

O a treia tulpina de drojdie s-a obtinut prin tratarea cu o lampa UV a tulpinii notata
R1, o perioada de minim 12 ore. Identificarea celor trei tulpini de drojdie a fost posibila in
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laboratoarele Departamentului de Biologie Aplicata, Sectia de Microbiologie si Colectia de
Drojdii Industriale DBVPG, din cadrul Universitatii din Perugia, Italia (University of Perugia
— Department of Applied Biology, Section of Microbiology & Industrial Yeasts Collection
DBVPG (www.agr.unipg.it/dbvpg ), Perugia, Italy). In aceste laboratoare s-a parcurs stagiul
de cercetare extern, iar activitatile de cercetare sub conducerea Prof. Pietro Buzzini au permis
indeplinirea obiectivului propus.

IV.2. Materiale si metode utilizate

IV.2.1. Izolarea tulpinilor de drojdie

Cele doua tulpini de drojdie Rhodotorula sp., au fost izolate in laboratoarele
Platformei Alimentare din cadrul Universitatii “Dunarea de Jos” din Galati. Selectia s-a
realizat din medii lactice naturale (Bai M., si colab. 2010). Cele doua tulpini au fost notate
conventional cu R1 si R2.

IV.3.1. Teste fiziologice de identificare a drojdiilor

IV.3.1.2. Metabolizarea surselor de carbon

Numite si teste de asimilare, sunt in realitate teste care stabilesc abilitatea drojdiilor de
a creste aerobic pe diferiti compusi ai carbonului care constituie singura sursd de energie din
mediul de culturd. Aceste teste se pot realiza atat pe mediul solid cat si pe mediul lichid insa,
pentru identificarea unor specii noi este necesara cresterea acestora pe medii lichide.

Tabel. IV. 1.
Rezultatele obtinute in urma testelor de metabolizare a surselor de carbon
Sursa de carbon R1-2 R2-2 R2-2 UV
D-glucoza + + +
D-galactoza + W W
L-sorboza \\ W \
D-riboza + + +
D-xiloza + + +
L-arabinoza + + +
D-arabinoza + + +
Sucroza + + +
Maltoza + + +
o, o trehaloza + + +
Metil a-glucozida - - \
Salicina + + +
Arbutina + + +
Melibioza - - -
Lactoza - - -
Rafinoza + + +
Melezitoza + + +
Glicerol \\% % +
Meso-eritritol - - -
Ribitol + + +
Xilitol + + +
D-glucitol (sorbitol) W W \W
D-manitol W \\4 +
Galactitol - - -
Mio-inositol - - -
Glucono &-lactona + + +
D-gluconat + + +
D-glucuronat - - -
D-galacturonat - w w
DL-lactat \\% \\% +
Succinat + + Nu
Metanol - - _
Etanol - Nu Nu
Acid L-malic + + +
N-acetil D-glucozamina - - -
Acetat de etil + + +
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Monitorizarea rezultatelor se face la fiecare 7 zile (Tabel. IV. 1.) si se noteaza dupa
cum urmeaza:

= v - variabil — cand tulpina prezintd o crestere slaba la sfarsitul celor 3
saptamani;

= + - pozitiv — cand tulpina prezinta o crestere evidenta dupa prima saptdmana,

> - negativ — cand tulpina nu prezinta turbiditate dupa 3 saptamani;

= W —slab — cand tulpina prezintd o crestere slaba dupa doud saptamani;

> Nu — nu s-au testat sursele de carbon respective;

Dupa cum se poate observa din Tabelul IV. 1., cele trei tulpini de drojdie se manifesta
diferit n mediul de cultura ce contine aceeasi sursa de carbon. Diferenta se constatd pentru
urmatorii compusi: D-galactoza, L-sorboza, metil a-glucozida, glicerol, sorbitol, D-manitol,
D-galacturonat, DL-lactat, cazuri in care nu se inregistreaza aceasi dinamicd de crestere
pentru toate tulpinile. Cu toate acestea, rezultatele introduse in baza de date CBS confirma o
similaritate de 100 % cu Rhodotorula mucilaginosa pentru toate cele trei tulpini.

Aceste diferente 1n asimilarea surselor de carbon pot fi determinate de deosebirile
interspecifice care intervin in interiorul aceleiasi specii de drojdie, dar care a fost izolata din
medii naturale diferite. Astfel, odata ce tulpinile au fost izolate una din lapte, iar cealalta din
branza, se poate afirma cd aceste mici diferente pot apare insad, cele trei tulpini apartin
aceleasi specii.

IV.3.1.3. Cresterea pe diferite surse de azot

Drojdiile sunt capabile sa utilizeze o varietate foarte largd a surselor de azot. Cu toate
acestea, cele mai indicate surse de azot folosite in testarea noilor specii sunt urmatoarele:
nitrati, nitriti, hipoclorura de etilamina, dihidroclorurd de cadaverinia, L-lizina,
imidazolul, glucozamind, creatina, creatinina, sulfatul de amoniu, dintre care doar cele
marcate au fost utilizate in experimente.

Tabelul IV. 2.
Rezultatele obtinute in urma testelor de asimilare a surselor de azot

Sursa de azot R1-2 R2-2 R2-2 UV
Nitrati - - -
Etil amina + + +
L- lisind + + +
Cadaverina + + +
Sulfat de amoniu + + +

Din Tabelul IV.2. se poate constata cd cele trei tulpini de drojdie manifesta reactie
pozitiva pentru toate sursele de azot cu exceptia nitratilor.

1V.3.1.4. Influenta temperaturii

Majoritatea speciilor de drojdie cresc foarte bine la temperaturi cuprinse intre 20°C si
28°C. Cu toate acestea, sunt specii care se dezvoltd in alte domenii de temperaturd, printre
acestea Incadrandu-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 4°C,
25°C, 30°C, si 37°C, in mediul de cultura YPD lichid. Inocularea s-a realizat cu 0,1 mL 1n 5
mL de mediu, si culturile s-au incubat pentru 4 zile. Evaluarea s-a efectuat la 2 si la 4 zile si
rezultatele sunt prezentate in Tabelul IV. 3.

Se poate observa ca singura temperaturd la care drojdiile nu cresc este cea de 4°C, si
prin urmare ele pot fi pdstrate in sigurantd, in stare latentd la aceastda temperaturd. De
asemenea, reactia pozitiva a acestora la 37°C, care este temperatura corpului uman, confirma
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faptul ca aceste tulpini pot parazita organismul uman in cazul in care acesta este labil
imunitar (Tabelul IV. 3).

Tabelul IV. 3.
Rezultatele obtinute in urma testelor privind influenta temperaturii

Temperatura, °C R1-2 R2-2 R2-2 UV
4 - - -
25 + + +
30 + + +
37 + + +

IV.3.2. Teste moleculare de identificare a drojdiilor

IV.3.2.3. Secventierea domeniului D1/D2 apartinind genei 26S ARNr din
macromolecula de ADN

Secventierea domeniul D1/D2 propriu genei 26S ARNr care include gena 5.8S ARNTrr,
se realizeaza prin amplificarea ADN-ului utilizand primerii RLR3R (5’-GGT CCG TGT TTC
AAG AC-3) 5i V9 (5’-TGC GTT GAT TAC GTC CCT GC-3’) (MWG Biotech) (Thomas —
Hall S. R., si colab., 2010).

Pentru amplificarea zonei dorite se pregitesc flacoane prevazute cu dop, cu volumul
de 1 mL. Amestecul de reactivi pentru programul PCR se obtine utilizdnd volumele din
Tabelul IV. 4. Se ajunge la un volum total de 45 pL peste care se adauga 5 pL din solutia de
ADN extras.

Tabel. IV. 4.
Reactivi utilizati pentru prepararea probelor prior programului PCR
Solutii stoc (conc.) Concentratii finale Volum/tub (pL)
Tampon PCR (10X) 1X 5
MgCl, (25 mM) 2 mM 4
dNTPs (1,25 mM) 250 uM / pe proba 10
Taq (5U/ uL) 0,02 U/ uL (1U/ 50 L) 0,2
Primer V9 (10 uM) 0,5 uM 2,5
Primer RLR3R (10 pM) 0,5 uM 2,5
AND extras - 5
H,O - 20,8
Total 50 uL

Amplificarea ADN-ului se efectueaza utilizdnd Tpersonal Combi Thermal Cycler (Biometra
Gmbh, Goettingen, Germany), aplicand programul descris in Tabelul IV. 5.

Tabel. IV. 5.
Programul PCR
Etape Temperaturd 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 intindere
6 4°C - Pauza
Durata 1 h 50 min

Pe parcursul primei etape, este necesard o temperaturd ridicatd pentru denaturarea
moleculei de ADN si separarea celor doud catene pe care le contine. Pe parcursul etapelor 2-4
are loc atacul primerului asupra catenei de ADN si transcrierea secventelor nucleotidice
corespondente. ADN-polimeraza termostabild (Taq), se leaga de primer initiind polimerizarea
unei noi catene de ADN care utilizeazd ca matrice catena de ADN extras §i ca monomeri
dNTPs (nucleozil tri-fosfat). Astfel, in urma celor 30 de cicluri are loc transcrierea
domeniului care intereseaza din macromolecula de ADN.
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Fig. IV.3. Pozitia domeniului D1/D2 pe gena 268 si directia de transcriere a primerilor ITSS si LR6
utilizati in secventierea acestei zone.

Dupa finalizarea programului produsii rezultati in urma amplificarii sunt separati prin
electroforeza. Pentru aceastd operatie se amestecad foarte bine 5 uL de amplificat cu 1 pL de
6x Loading Dye (Fermentas Inc., Hanover, US). Se injecteaza in gelul de electroforeza si se
ruleazi programul descris la IV.3. 2. 3. Intotdeauna acest procedeu se realizeaza fati de un
martor cu apd, astfel verificdndu-se puritatea apei utilizate in dilutia probelor si puritatea
amplificatului. Dupa electroforeza, dacd in urma tratamentului PCR s-a putut amplifica
domeniul D1/D2 (Fig. IV.3.) prin utilizarea initiald a primerului ITS5 (5’- GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG G -3’) a LR6 (5°- CGC CAG TTC TGC TTA CC -3°) si LR6 (5°-
CGC CAG TTC TGC TTA CC -3°) (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) se trece la
urmatoarea etapa de purificare a amplificatului utilizand un kit de purificare.

IV.3.2.5. Cuantificarea cantitatii de ADN amplificat

Amplificatul obtinut in urma purificarii necesitd cuantificare. Aceastd etapd se
realizeazd deoarece cantitatea de ADN obtinuta diferd de la probi la proba. In final, toate
probele trebuie sa prezinte o concentratie de ADN de 50 pg/ puL. Pentru a ajunge la aceasta
concentratie intr-un volum total de 20 pL se realizeazd dilutii utilizdnd apa pentru uz
molecular.

A) Semnificatia cantitativa a fiecarei benzi B) Cuantificarea cantitatii de ADN amplificat
Fig. IV.4. Comparatia spoturilor obtinute In urma electroforezei cu martorul utilizat in cuantificarea
cantitatii de ADN

Cuantificarea se realizeaza in comparatie cu un martor MASS Ruler DNA Ladder (80
bp-10kb) (Fermentas Inc., Hanover, US). Astfel, 10 pL amplificat se amesteca cu 2 pL 6x
MASS Ruler Loading Dye (Fermentas Inc., Hanover, US) si se supune electroforezei fata de
martor care este in volum de 10 uLL. MASS Ruler DNA Ladders (Fermentas Inc., Hanover,
US).

Avand 1n vedere rezultatele obtinute (Fig. IV.4), probele proprii de ADN se vor dilua
in raport de 1:1 amplificat ADN:solutie tampon. Probele diluate se supun apoi analizei
macrogen in vederea identificarii succesiunii de baze si identificarea speciei carora apartin
tulpinile studiate. Specile au fost identificate prin compararea secventelor obtinute in banca
de date GenBank (BLASTN freeware) (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Conform analizei, toate cele trei tulpini de drojdie se identificd cu Rhodotorula
mucilaginosa (Tabel. IV. 6.). Diferentele de aspect al culturii pe mediul agarizat se explica
prin prezenta deosebirilor interspecifice care apar ca rezultat al izolarii speciilor din medii
naturale diferite.

Tabel. IV. 6.
Analiza BLASTN (Yang C., si colab., 2008);
Tulpina Numadrul  Specii Numar de Identitate maxima
de baze acces (%)
(bp)
Rhodotorula mucilaginosa 26S AF070432 100% - 531/531
ribosomal RNA gene
R1-2 531 P .
Rhodotorula mucilaginosa strain AF189961 100% - 531/531
CBS482
Rhodotorula mucilaginosa strain AF189959 99% - 530/531
CBS8383
Rhodotorula mucilaginosa 26S AF070432 100% - 556/556
ribosomal RNA gene
R2-2 556 Rhodotorula mucilaginosa strain AF189961 100% - 556/556
CBS482
Rhodotorula mucilaginosa strain AF189959 99% - 555/556
CBS8383
Rhodotorula mucilaginosa 26S AF070432 100% - 561/561
ribosomal RNA gene
R2-2UV 561 Rhodotorula mucilaginosa strain AF189961 100% - 561/561
CBS482
Rhodotorula mucilaginosa strain AF189959 99% - 560/561
CBS8383

Se poate observa ca indiferent de numarul de baze izolate pentru fiecare tulpina de
drojdie analizata, procentul de asemanare este de 100% cu Rhodotorula mucilaginosa
AF070432.

Capitolul V - Influenta compusilor polifenolici separati prin extractie
apoasa din diferite materiale vegetale asupra dezvoltarii a doua tulpini de
drojdii

V.1. Oportunitatea abordarii temei de cercetare

Pigmentii din clasa carotenoizilor prezintd capacitate de pigmentare pe langd
proprietatile binecunoscute de agenti antioxidanti §i anticancerigeni. Acestia se gasesc intr-o
paleta foarte largd de culori, de la galben pana la nuante de albastru, astfel acoperind o buna
parte din produsele industriale din care ar putea s faca parte.

In ultimii ani utilizarea microorganismelor cu capacititi de sintezi a compusilor
chimici cu importanta tehnologica a devenit de interes major (Shimada H. si colab., 1998).
Conform datelor de literaturd, existd numeroase specii de microorganisme capabile sa
producd acesti pigmenti naturali din clasa carotenoidelor ca si compusi metabolici secundari.
Printre clasele principale de organisme identificate se remarca specii de bacterii, alge, drojdii,
fungi. Deoarece aceste microorganisme prezintd o viteza ridicata de crestere si de producere a
unor cantitati semnificative de caroteni, s-au studiat diferite procedee biotehnologice de
obtinere a pigmentilor carotenoizi utilizdnd ca materii prime pentru mediile de culturd,
produse secundare rezultate din diferite domenii industriale. De asemenea, carotenii produsi
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in urma cultivarii microorganismelor in aceste medii de culturd, s-au dovedit a avea
proprietati similare cu cele ale celor extrasi din plante, dar intr-un timp redus de biosinteza.

In acest scop, in experimentele efectuate in cadrul tezei de doctorat s-au analizat
medii de culturd in cultivarea unor specii de drojdii capabile sd biosintetizeze pigmenti
carorenoizi. Astfel, folosind Asclepias syriaca plantd, coaja de Picea abies si semintele de
Vitis vinifera (soiul Merlot), s-au preparat extracte apoase care au fost folosite in mediile de
culturd. Procesul de cultivare a microorganismelor a fost urmarit prin randamentul in biomasa
umeda si continutul acesteia In pigmenti carotenoizi precum s$i concentratia compusilor
polifenolici din mediul de cultura rezidual.

V.2. Materiale si metode

V.2.2. Medii de cultura

Primul mediu de culturd care contine glucozd ca principala sursd de carbon are
urmatoarea compozitie chimica: 15 g/L. glucoza (Aksu Z., Eren A. Tugba, 2005), 2,5 g/L
extract de drojdie, 3 g/L acetat de sodiu (Chirita E., 2005), 1 g/L (NH4),SO4 (D’Cunha G. B.,
2005), 1 g/L KH,POy, 0,1 g/L CaCl,, 0,25 g/L MgSO, - 7TH,O (Liu H. si colab., 2008), 0,015
g/L ZnSQy, 0,015 g/L CuSOy4 - SH,0.

Cel de-al doilea mediu de culturd care contine glucoza ca sursd de carbon intr-o
concentratie redusa are urmatoarea compozitie chimica: 1 g/L glucoza, 2,5 g/L extract de
drojdie, 3 g/L acetat de sodiu, 1 g/l (NH4),SO4, 1 g/ KH,POy4, 0,1 g/L CaCl,, 0,25 g/
MgSO, - 7TH,0, 0,015 g/L ZnSO4, 0,015 g/L CuSO4 - 5SH,0. Cantitatea de 1 g/L glucoza este
necesard ca o sursa minimd de carbon pentru activarea metabolismului §i sinteza
echipamentului enzimatic necesar pentru degradarea altor compusi chimici prezenti in
extractele apoase. In acest caz mediile de culturd s-au preparat in extractele vegetale obtinute
anterior. Valoarea pH-ului a fost reglatd la 6 utilizand o solutie tampon KH;PO4/ Na,HPO4
(Seracu D.I., 1989)

V.2.3. Materiale vegetale

Asclepias syriaca care este o plantd decorativd, meliferd, cultivata razlet in tara
noastrd In zonele umede si insorite in special in zona Ostrovul Moldova Veche. Planta a fost
studiatd datorita varietatii de compusi chimici pe care 11 poseda si numarului mare de utilizari.
Initial a fost cercetatd ca sursd de cauciuc, dar cantitatile mici de polimer cis-izoprenic cu
masd moleculara redusa nu a justificat aplicarea ei decat ca un component al gumei de
mestecat (Rusan V. si colab., 1984). Alaturi de cauciuc, latexul extras din planta contine si o
componentd rasinoasa, raportul acestora fiind dependent de partile morfologice si varsta
plantei (cauciuc/rasina: anul I: 0,2-0,7/8,2; anul II: 0,2/0,7; anul III: 0/16,3). Planta contine
celuloza si lignind, hemiceluloze si polifenoli, zaharuri, alcaloizi si hidrocarburi, iar extractia
cu apd permite recuperarea a 29,94% din componentele solubile (Simionescu Cr. 1., si colab.,
1987).

Semintele de Vitis vinifera, provin in urma procesarii strugurilor (soiul Merlot) pentru
obtinerea mustului. Sdmburii au fost uscati §i macinati intr-o moara de laborator, dupa care au
fost extrasi cu apd calda. Acest material reprezintd o sursd foarte bogatda de polifenoli,
compusi cu puternice efecte antioxidante si antimicrobiene. Semintele de Vitis vinifera contin
catehind, epicatehind, acid galic, polimeri si oligomeri procianidinici (Furiga A. si colab.,
2009).

In urma prelucririi lemnului rezulti cantititi foarte mari de coaji, iar de cele mai
multe ori aceste reziduuri sunt arse in cazane pentru a produce o parte din necesarul energiei
in industria forestiera (Diouf P. N. si colab., 2009). Avand in vedere insd compozitia chimica
valoroasd a deseurilor de coaja de molid (Picea abies), aceasta a fost utilizatd pentru
obtinerea unor extracte apoase cu apa calda dupa uscare si macinare.
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V.2.3.1. Extractia apoasa a materialelor vegetale

Utilizdnd materialele mentionate s-a realizat extractia compusilor polifenolici dupa
cum urmeaza: cantititi determinate din materialul vegetal maruntit au fost introduse in 125
mL apa intr-un pahar Erlenmayer care se mentine intr-o baie de apa la o temperatura de 85-90
°C, sub agitare, mentinandu-se la aceastd temperaturd timp de 45 min. La aceste intervale
materialul se decanteaza si solutia limpede se filtreazd, operatiunea repetindu-se pana la
obtinerea unui extract incolor. Toate fractiunile se aduc intr-un flacon cotat de 1L si se
completeazad pana la semn cu apa distilata.

V.2.5. Metode

Pentru efectuarea experimentelor, s-au preparat mediile de cultura in extractele apoase
din materialele vegetale prezentate, dupa care mediul a fost repartizat in pahare Erlenmayer
pentru inoculare si cultivare. Etapele experimentale sunt prezentate in Fig. V.1.

Deterrnlnare
p-::IIFenI:-II FalinZiac &ltau

tatali

RIEU E
2d; 4a . 215-h Mediul de cultura Deterrnlnar\e
rezidual
R 1EE
24, 43 ..216h Creterminare zaharun Matoda

rEZId'-IEI'E rnanganorneticd

R2EIZI c
241 43 215h -
Determinar\ea canktitatii ]
R2E5 Bimass umeds de biormasd urnedi
24 48 215h

Extractie pigrnenti
carobennizi * analize LW )

Fig. V. 1. Etapele experimentale parcurse
V. 3. Rezultate si discutii
V.3.1. Caracterizarea extractelor utilizate pentru prepararea mediilor de cultura
Pentru obtinerea extractelor folosite in componenta mediilor de cultura, s-a efectuat
diluarea extractului din 20 g/500mL, pand ce concentratia acestuia a devenit echivalentd 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 continutului de polifenoli totali (Tabel. V. 2.).

Tabel V. 2.
Continutul de polifenoli totali din extractele folosite pentru prepararea mediului de cultura
in procesele de fermentatie

Continutul in polifenoli Continutul in polifenoli
totali a extractului din totali a extractului din

Extracte apoase 0,5 g/L. material vegetal S g/L. material vegetal
(mg GAE /L) (mg GAE /L)

Coaja de Picea abies 89,98 148,78

Seminte de Vinis 69,19 143,39

vinifera

Asclepias syriaca 53,47 112,93

In Tabelul V. 4. se poate observa continutul in compusi fenolici individuali al celor
trei tipuri de material vegetale, determinari care s-au realizat prin analize HPLC (Hainal A. R.
si colab., 2011Db).
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Tabel V. 4.
Concentratia compusilor fenolici 1n extractele apoase din coaja de Picea abies, seminte de Vitis vinifera si
tulpind de Asclepias syriaca (mg/100g material uscat)

Compusi fenolici Extracte din coaja de Extracte din seminte Extracte din
Picea abies de Vitis vinifera Asclepias syriaca

Acid galic 3,19 6,12 -

Catehina 31 44,36 -

Acid vanilic 39,4 - 0,87

Acid siringic - - 0,98

Acid p-cumaric - - 0,11

V.3.2.1. Influenta extractelor din Asclepia syriaca asupra randamentului in
biomasa al microorganismelor

Extractele apoase obtinute din planta Asclepias syriaca se caracterizeaza printr-un
continut ridicat de compusi polifenolici (Hainal A. R., si colab., 2010a), care introdusi in
mediul de cultura al drojdiilor Rhodotorula sp. pot stimula sau inhiba dezvoltarea acestora
(Fig. V.2.).

S-a constatat cd folosirea extractului apos din Asclepias syriaca cu un continut in
polifenoli totali de 53,47 mg/L GAE are ca efect inhibarea dezvoltarii drojdiei R1 (Fig.V.2.).
Cultivarea acestei tulpini Intr-un extract cu o concentratie mai ridicatd in polifenoli (112,93
mg/L GAE) a avut ca efect obtinerea unui randament mai ridicat in biomasd (R1ASS)
comparativ cu cel corespunzator probei de referintd (R1) si anume 52 g/L biomasa umeda la
sfarsitul procesului fermentativ (Hainal A. R. si colab., 2009c).
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Fig. V. 2. Variatia cantitatii de biomasa umeda pe Fig. V. 7. Variatia cantitatii de glucoza reziduala
parcursul procesului fermentativ folosind extract pe parcursul fermentatiei condusa in extract apos
apos din Asclepias syriaca (semnificatia notatiilor din Asclepias syriaca, (semnificatia notatiilor vezi
vezi Anexa I); Anexa I);

Daca se urmdreste variatia concentratiei de glucoza din mediul de culturd se pot
identifica situatiile Tn care a rezultat o cantitate maximd de biomasd, ceea ce este in
concordantd cu consumul acestei surse.

Datele prezentate in Fig. V.7. evidentiaza cd drojdia consuma in mod diferit glucoza
in functie de conditiile de culturd. Astfel, in cazul culturii martor se observd epuizarea
completa a glucozei la sfirsitul procesului, avand in vedere cd nu exista o altd sursd de
energie. Pentru culturile conduse in prezenta extractelor apoase care contin compusi
polifenolici, metabolizarea glucozei are loc cu o vitezd mai redusd. Diferentele in cantitatea
de biomasa pot fi explicate astfel prin modul diferit de consum al glucozei (Hainal A.R. si
colab., 2009¢c). In prima perioada de pani la 72 de ore nu se constata diferente semnificative
in evolutia concentratiei acesteia. In situatia in care s-a folosit extract diluat, se inregistreaza
un consum lent al glucozei comparativ cu martorul, acest lucru fiind pus pe seama faptului
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cd, prezenta unor compusi in extract inhiba cresterea tulpinilor de drojdii, obtindndu-se
totodata o cantitate scazutd de biomasa. Se poate oberva ca dupa 144 de ore, in mediu mai
existd Tncd aproximativ 7 g/L glucoza din cele 15 g/L introduse initial. Fermentatia condusa
in extractul concentrat, pentru care s-au obtinut cantitdtile cele mai ridicate in biomasa
umeda, prezintd in mediul de culturd dupa 144 de ore o concentratie foarte scazutd in sursa de
carbon (aproximativ 1 g/L) (Fig. V.7.).

Conform datelor de literaturd compusii polifenolici ar putea reprezenta surse de
carbon pentru drojdii. Aceasta ipoteza a fost confirmatd urmdrind evolutia continutului
acestora pe parcursul proceselor fermentative. Datele obtinute evidentiaza faptul ca procentul
acestor compusi naturali organici degradati de catre tulpina de drojdie R2 este mai ridicat
comparativ cu tulpina R1 (Fig. V.10.). Astfel, se confirma ca polifenolii sunt utilizati ca sursa
de carbon in cresterea microbiand (Hainal A. R. si colab., 2009¢), aceasta tulpind degradand
pana la sfarsitul procesului aproximativ 20% din cantitatea totald a compusilor polifenolici
existenti in mediul de culturd (Fig. V.10.).

g/g biomasa uscata

Concentratie pigmenti carotenoizi,

24 48 72 96 120 144 168 192 216

Timp, h
[BR1 BR1AS05 BRI1AS5]

Fig. V.10. Variatia concentratiei in polifenoli totali Fig. V.20. Variatia concentratiei in pigmenti
pe parcursul procesului fermentativ condus 1n carotenoizi pe parcursul experimentului condus in
extract apos din Asclepias syriaca, (semnificatia extract din Asclepias syriaca, A) — Tulpina R1; B) —
notatiilor vezi Anexa I); Tulpina R2 (semnificatia notatiilor vezi Anexa I);

Microorganismele folosite In acest studiu se caracterizeaza prin capacitatea lor de a
biosintetiza pigmenti carotenoizi. In Fig. V.20. este prezentati variatia concentratiei
pigmentilor carotenoizi totali determinati din biomasa produsd de specia R1. Atunci cand
drojdiile sunt cultivate in mediul preparat in extract apos din Asclepias syriaca s-a constatat
ca prezenta polifenolilor influenteaza negativ biosinteza pigmentilor carotenoizi. Acest fapt
nu se coreleazd insd cu cantitatea ridicata de polifenoli degradati de catre aceastd specie (Fig.
V.10.), dar este responsabil pentru obtinerea randamentului in biomasa umedd care
inregistreaza valori ridicate in prezenta extractului concentrat (Fig. V.2.). Se poate presupune
ca polifenolii existenti in mediul de culturd manifestd efect favorabil doar asupra biosintezei
de biomasa umeda, avand rolul unei surse metabolizabile de carbon. O concentratie maxima
in pigmenti carotenoizi este Inregistrata pentru fermentatia condusa in extract diluat (53,47
mgGAE/L) si ajunge la aproximativ 20 pg/g biomasa uscata.

V.3.2.3. Influenta extractelor apoase din seminte de Vitis vinifera asupra
dezvoltarii celor doua tulpini de drojdii

Danaila M. si colab., (2007a), au testat in cazul drojdiei Rhodotorula glutinis 9.3 un
extract separat cu etanol din seminte de Vitia vinifera. Autorii citati au folosit extractul in
diferite concentratii in mediul de culturd pentru a studia influenta acestuia asupra dezvoltarii
biomasei si biosintezei de pigmenti carotenoizi. In urma cercetarilor s-a stabilit ca, acest
extract poate fi folosit ca sursd suplimentard de carbon pentru cresterea acestor drojdii,
constatandu-se dezvoltarea cantititi de biomasa umeda si uscatd in cazul culturilor ce contin
diferite concentratii de polifenoli. Acest lucru este valabil doar pentru anumite concentratii
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ale acestor compusi naturali, deoarece odatd cu depasirea concentratiei de 8 g/L acestia devin
toxici pentru tulpina studiata.

Cand in mediile de cultura a celor doua tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa.
utilizate in experimentele proprii s-au folosit extracte apoase din seminte de Vitis vinifera, s-a
observat un efect stimulator asupra dezvoltarii mcroorganismelor apreciatd prin biomasa
umeda.

Acest efect stimulator a fost Inregistrat pentru tulpina R1 in cazul utilizarii extractelor
diluate, cu o concentratie in compusi polifenolici de 69,19 mg GAE /L (Fig. V.6.). In aceasta
situatie se pot observa valori superioare martorului dupa 144 de ore de fermentatie (36 g/L
biomasd uscatd). Se poate constata de asemenea, cd in primele ore ale fermentatiei
microorganismul prezintd o activitate redusd in mediul de culturd producand cantitati foarte
reduse de biomasa, dupa care, odatd ce metabolismul drojdiei este activat se intensifica
procesul de biosinteza rezultind un randament ridicat in biomasa la sfarsitul procesului
fermentativ.

45 16
40 §
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20 +——mm
15 +——
10 4

5 4
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Biomasa umeda, g/L

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
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Fig. V. 6. Variatia cantitdtii de biomasa pe parcursul Fig. V.9. Variatia cantitatii de glucoza reziduald pe
procesului fermentativ condus in extract din seminte  parcursul fermentatiei condusd in extracte apoase
de Vitis vinifera, (semnificatia notatiilor vezi Anexa separate din seminte din Vitis vinifera, (semnificatia
D; notatiilor vezi Anexa I);

In ceea ce priveste utilizarea glucozei ca sursi de carbon in prezenta extractelor
apoase din seminte de Vitis vinifera se poate spune cd aceasta este consumatd pentru
furnizarea energiei necesara degraddrii compusilor polifenolici existenti in mediu. Aceasta
afirmatie se bazeazad pe faptul cd randamentul in biomasa este superior celui Inregistrat in
cazul probei martor (Fig. V.6.), in timp ce cantitatea de glucozd consumatd este mult mai
mica comparativ cu ceea ce se intampla in cultura de referintad (Fig. V.9.).

In ceea ce priveste extractele apoase din seminte de Vitis vinifera in mediul de cultura,
se poate observa faptul cd, in cazul probelor mai diluate (69,19 mgGAE /L) cantitatea de
polifenoli utilizati ca sursa de energie este mai ridicatd. Extractele cu o concentratie mai mare
in compusi polifenolici (143,39 mg/L GAE) manifesta un caracter stimulator de crestere in
biomasa umeda produsa de cele doud tulpini (Fig. V.6.). Cu toate acestea, existd diferente
privind metabolismul celor doua specii de drojdii. Astfel, tulpina R1 biosintetizeazd o
cantitate mai ridicatd in biomasa umeda in prezenta acestor extracte (Fig. V.6.A) si acest
lucru se coreleaza cu procentul polifenolilor utilizati ca sursd de carbon, si anume 40% (Fig.
V.14.A).

Prin urmare, polifenolii prezenti in aceste extracte prezinta un caracter stimulator de
crestere si in acelasi timp sunt consumati de catre drojdii ca sursa de carbon (Hainal A. R., si
colab., 2010b).

In ceea ce priveste continutul in pigmenti carotenoizi in cazul folosirii extractelor
apoase din seminte de Vitis vinifera in mediile de culturd, se poate observa cd acesti compusi
polifenolici manifestd efecte deosebite asupra celor doud tulpini de drojdii. Tulpina R1 este
avantajata din acest punct de vedere oferind valori superioare ale concentratiei carotenilor
biosintetizati comparativ cu probele de referintd. Pentru fermentatia condusa in mediul de
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cultura cu un continut al compusilor polifenolici de 69,19 mgGAE /L, biosinteza carotenilor
este favorizata astfel ca la finalul procesului rezulta aproximativ 23 pg/g biomasa uscata.

Concentratie pigmenti carotenoizi,

24 48 72 96 120 144 168 192 216

Timp, h

EBIR1 BR1S0.5 B R1S5|
Fig. V.14. Variatia concentratiei in polifenoli totali pe Fig. V.24. Variatia concentratiei in pigmenti
parcursul procesului fermentativ condus in extract carotenoizi pe parcursul procesului realizat in extracte
apos din seminte de Vitis vinifera, (semnificatia apoase din seminte de Vitis vinifera, A) — Tulpina R1;
notatiilor vezi Anexa I); B) — Tulpina R2 (semnificatia notatiilor vezi Anexa I);

Acest fapt este in concordantd cu concentratia de polifenoli degradata de enzimele
acestei tulpini (Fig. V.14.). In prezenta extractelor cu un continut mai ridicat in compusi
polifenolici (143,39 mgGAE /L), biosinteza pigmentilor este stimulatd dupd a cincea zi de
cultura. O valoare maxima in pigmenti carotenozi separati din biomasa recoltatd se
inregistreaza dupa 144 de ore, comparativ cu referinta, iar valoarea concentratiei in pigment
este de aproximativ 25 ug/g biomasa uscata (Fig. V.24.).

Capitolul VI - Modelarea procesului de biosinteza a biomasei si a
pigmentilor carotenoizi folosind speciile de drojdii Rhodotorula

mucilaginosa cultivate in extracte vegetale

VI.1. Oportunitatea abordarii temei de cercetare

Avand in vedere obtinerea unor cantitati semnificative de biomasa umedd si de
pigmenti carotenoizi folosind cele doua tulpini de drojdii Rhodotorula mucilaginosa cultivate
in medii care contin extracte apoase din cele trei materiale vegetale s-a urmarit optimizarea
acestor procese in scopul obtinerii unor randamente maxime.

VI1.3. Rezultate si discutii

VI1.3.1. Modelarea si optimizarea procesului de biosinteza a biomasei folosind
doua tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, cultivate in medii ce contin diferite
extracte apoase din materiale vegetale

VI1.3.1.1.2.1. Modelarea procesului de cultivare celor doua tulpini de drojdii in
mediul ce contine extracte apoase din Asclepias syriaca

Procesul notat cu R1ASS este redat prin ecuatia:
Viiass = 0,3435—-1,1155-x+0,1546- x* —0,0050- x* +8,0990-107° - x* —7,2683-107 - x° +

+3,7112-107° - x°* —1,0057-107"" - x7 +1,1215-107"* - x®

iar eroarea standard calculatd pentru acest proces este de 1,0061 si coeficientul de corelatie 0,9997.
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Fig. VI.1. Evolutia proceselor fermentative in medii de cultura ce contin extracte apoase din Asclepias siriaca
comparativ cu cultura de referintd (semnificatia notatiilor vezi Anexa I);

VI1.4. Rezultatele optimizarii procesului de obtinere a biomasei umede folosind
cele doua tulpini de drojdie Rodotorula mucilaginosa cultivate in diferite medii de
cultura

V1.4.2.2. Rezultate obtinute

Astfel, in Tabelul VI.2. sunt prezentate valorile optime calculate in urma procesului de
optimizare a randamentului in biomasd umeda, aldturi de valorile optime rezultate experimental ca
urmare a aplicarii conditiilor stabilite. De asemenea, sunt sistematizate valorile coeficientilor de
corelatie si a erorilor standard pentru fiecare ecuatie stabilita.
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Tabelul VI.2.
Sistematizarea datelor rezultate din procesului de optimizare privind biomasa umeda
(semnificatia notatiilor vezi Legenda I)

optirncalc, Optirnexperim.
Proba Coeficient Eroarea Restrictia
de corelatie  standard Timp Biomasa Timp Biomasa
umeda, g/L umeda,
g/L
T <210 210 30,6524 - -
R1 0,9996 0,4704 T<216 216 31,3991 - -
T <220 220 32,2332 220 31,9852
T<210 202,38 19,6112 210 19,4569
R1AS0.5 0,9990 0,4155 T<216 20238 196112 - -
T <220 202,38 19,6112 - -
T<210 192,01 50,0486 210 49,9547
R1ASS 0,9997 1,0061 T<216 216 49,2457 - -
T <220 220 52,6255 - -
T<210 210 32,3782 - -
R2 0,9994 0,7202 T<216 216 34,0732 - -
T<220 220 35,2674 220 35,0657
T<210 210,9 28,224 210 28,019
R2AS0.5 0,9993 1,0525 T<216 210,9 28,224 - _
T<220 210,9 28,224 - -
T<210 195 37,769 195 37,658
R2AS5 0,9997 0,7900 T<216 195 37,769 - _
T<220 195 37,769 - -
T<210 211 38,893 211 38,746
R1S0.5 0,9999 0,3993 T<216 11 38.893 = -
T <220 211 38,893 - -
T<210 207 37,563 207 37,458
RI1S5 0,9999 0,3449 T<216 207 37.563 - _
T <220 207 37,563 - -
T<210 133,79 26,6237 134 26,6325
R280.5 0,9985 0,9044 T<216 133,79 26,6237 - -
T <220 133,79 26,6237 - -
T<210 147,50 31,997 148 32,0058
R285 0,9952 1,5196 T<216 147,50 31,997 - -
T <220 147,50 31,997 - -
T<210 173,99 32,9156 174 32,9587
RIMO.5 0,9999 0,2987 T<216 173,99 32,9156 - -
T<220 173,99 32,9156 - -
T<210 220 47,8229 220 47,4596
RIMS 0,9999 0,4320 T<216 220 47,8229 - -
T<220 220 47,8229 - -
T<210 153,29 31,6733 154 31,5248
R2MO.5 0,9994 0,7305 T<216 153.29 31.6733 - -
T<220 153,29 31,6733 - -
T<210 116,11 38,0667 116 37,8862
R2M5 0,9977 1,2974 T<216 116,11 38,0667 - -
T <220 116,11 38,0667 - -
T<210 53,61 20,0748 54,0 20,1
RI’AS0.5 0,9996 0,5200 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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RI’AS5 0,9998 0,3868 T<216 79,79 24,3488 - -

T<220 79,79 24,3488 - -

T<210 127,24 16,7802 127,30 16,72
R2°AS0.5 0,9998 0,2281 T<216 127,24 16,7802 _ _
T<220 127,24 16,7802 - -

T<210 130,73 20,0937 131,0 20,10
R2’AS5 0,9972 0,7669 T<216 130,73 20,0937 ; -

T<220 130,73 20,0937 - -

T<210 133,27 21,6206 133,30 21,64
R1’MO0.5 0,9999 0,1366 T<216 133,27 21,6206 - -

T<220 133,27 21,6206 - -

T<210 114,91 17,6651 115,0 17,71
RI'M5 0,9999 0,1144 T<216 11491 17,6651 - -
T <220 114,91 17,6651 - -

T<210 208 22,519 208,0 22,50
R2°MO0.5 0,9993 0,7506 T<216 208 22,519 - _
T<220 208 22,519 - -

T<210 101,32 21,5977 101,30 21,60
R2’M5 0,9999 0,0641 T<216 101,32 21,5977 - -

T <220 101,32 21,5977 - -

Din aceste date rezultd ca pentru obtinerea unui randament maxim in bomasd umeda
cea mai avantajoasa varianta este cea In care se cultiva tulpina notata R1 In mediul de culturd
prparat in extract din Asclepias syriaca cu o concentratie in polifenoli totali de 112,93
mgGAE/L, echivalentd cu cea separatd din 5 g material vegetal (50 g/L biomasa umeda la 192
h de cultura).

VL.5. Modelarea si optimizarea procesului de obtinere a pigmentilor carotenoizi
folosind doua tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa cultivate in medii ce contin
extracte apoase din diferite materiale vegetale

VIL.5.1. Modelarea proceselor de obtinere a pigmentilor carotenoizi

VI.5.1.6. Modelarea proceselor de biosinteza a pigmentilor carotenoizi pentru
culturile in extracte apoase din seminte de Vitis vinifera

In cazul modelirii procesului de biosintezi a pigmentilor carotenoizi prin cultivarea
tulpinii R1 in extract apos din seminte de Vitis vinifera cu un continut in compusi polifenolici
totali de 69,19 mgGAE/L, s-a obtinut urmatoarea ecuatie:

40

Biomasa
umeda, zi.

Biomasa umeda, gT.

A - R1S0.5 B - R1S5
Fig. VI.11. Evolutia proceselor de cultivare a tulpinelor R1 §i R2 in mediul de cultura ce contine extracte apoase
din seminte de Vitis vinifera (semnificatia notatiilor vezi Anexa I) (Concentratia pigmentilor carotenoizi este
exprimatd in ug pigment/g biomasa uscata);
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care prezintd un coeficient de corelatie de 0,9999 si o eroare standard calculatd de 0,2788
(Fig. VL.11.A).

V1.5.2.0ptimizarea procesului de obtinere a pigmentilor carotenoizi

Optimizarea procesului notat R1S0.5 a permis obtinerea unei concentratii a
pigmentilor carotenoizi de 37,441 pg/g biomasa uscatd pentru o durata de cultura de 216 ore.
Efectuarea experimentului in conditiile stabilite a condus la o valoare a concentratiei in
pigmenti de 37,242 pg/g biomasd uscatd confirmand rezultatele studiului de optimizare.
Astfel, s-a realizat analiza optimului calculat prin normalizarea intervalului de timp in
domeniul 192-216 ore si a cantititii de biomasd umeda in intervalul 33,586-37,448 g/L.
Rezultatele obtinute prin simulare si prezentate in Fig. VI.17. (A si B) arata ca la sfarsitul
procesului se poate obtine cantitatea maxima de pigment pentru o duratd de cultura de 216 h,
care asigurd un randament in biomasa de 37 g/L.

1
g, m
B3 1 3, =3
H 35
34 o e =
H 2, 33
E32 0 31
S 2 1
g = ° ® 29
L 0 27
28 o -
L -0 25, 25
P O
Ll -1 23
=24 1
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R1S0.5-A) R1S0.5 - B)

Fig. VI.17. Diagramele procesului de normalizare pentru optimizarea obtinerii de pigment carotenoid prin
cultivarea drojdiei R1 in mediul ce contine extracte apoase din seminte de Vitis vinifera (semnificatia notatiilor
vezi Anexa I);

Capitolul VII - Transformarea unor produse ligninice sub actiunea

drojdiilor din genul Rhodotorula mucilaginosa
VII.1. Oportunitatea abordarii temei de cercetare

Lignina este unul dintre componentii aromatici principali catacteristic plantelor
superioare. La nivel mondial, aceasta rezultd de la fabricarea celulozei sau din tehnologiile de
hidroliza a biomasei vegetale si poate fi consideratd o materie prima cu potential ridicat de
valorificare, ca urmare a provenientei sale din resurse regenerabile si datoritd unui pret redus.
(Capraru M., 2010). Datorita structurii sale complexe, doar cateva tipuri de microorganisme
sunt capabile sa degradeze lignina. Biodegradarea macromoleculei de lignina se realizeaza
sub actiunea enzimelor extracelulare nespecifice, §i anume, peroxidaza ligninei, peroxidaza
manganului si lacaza.

Cu toate cd In literaturd sunt prezentate cateva specii de drojdii care degradeaza
monomerii ligninei, cum ar fi Rhodotorula graminis, Candida ingeniosa, Rhodotorula
mucilaginosa, aceastd clasd de microorganisme nu este consideratd a fi capabild sa actioneze
asupra structurii macromoleculei de lignind. Sunt putine informatii privind interactiunea
drojdiilor cu lignina. Cu toate acestea, studiile realizate de Slavikova E. si Kosikova B. in
2001 relateaza schimbari in structura ligninei cauzate de sistemele enzimatice ale drojdiei
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Geotrichum klebahnii, care produce scinddri oxidative la nivelul legaturii Ca-CP dintre
unitatile componente ale ligninei din lemnul de fag (Slavikova E., Kosikova B. 2001).

Pentru a investiga capacitatea drojdiilor din genul Rhodotorula privind utilizarea
ligninelor ca sursa de carbon, s-au testat diferite produse izolate din iarba si din paie de grau
in solutii cu concentratii diferite asupra randamentului in biomasa si biosintezei pigmentilor
carotenoizi. De asemenea, s-au evaluat modificarile suferite de polimerul aromatic sub
actiunea sistemelor enzimatice extracelulare folosind spectroscopia in IR.

VII1.2. Materiale si metode utilizate

VIIL.2.1. Materiale

VIIL.2.1.2. Lignine

Ligninele au fost oferite in cadrul programului european Ecobinders (FP 6), de firma
Granit Recherché Dévelopement S.A. Lausanne din Elvetia si sunt reprezentate de lignine
reziduale separate din procesul de dezincrustare alcalind a unor plante anuale: paie de grau -
wheat straw (L1) si iarba - Sarkanda grass (L2).

VIIL.2.2. Metode

Pentru efectuarea experimentelor, s-au preparat suspensii din cele doud probe de
lignind L1 si L2 cu diferite concentratii. Aceste suspensii au fost folosite pentru obtinerea
mediilor de cultura, care s-au sterilizat, si repartizat in flacoanele Erlenmeyer pentru inoculare
si cultivare. Etapele experimentale sunt prezentate in Fig. VIL1.

rediul de culturi

\ R1L1X J'/r
Mediul de culburd 24...96h EBiomas&
rezidual urneda

Creterminare Extractie pigrnenti Cretermninarea
pH caratenaizi cantititii de

biornasi urneds
Analize LA

Fig. VIL.1. Etapele experimentale

Separarea
ligrinei

Analize
FTIR

VI1.2.2.1.2. Obtinerea mediului de cultura

Mediul de culturda pentru cultivarea celor doud tulpini de drojdie are urmatoarea
compozitie chimica: 1 g/L glucoza (Gupta J.K. si colab., 1990), 5 g/L KH,PO, (Huang Z. si
colab., 1993), 1 g/LL (NH4),SO4 (Narbad A. si Gasson M. J., 1998), 0,05 g/LL MgSQ, - 7H,0
(Narbad A. si Gasson M. J., 1998), 5 g/L extract de drojdie (Huang Z. si colab., 1993). Pentru
corectarea pH-ului se utilizeazd HCl 6N, (Huang Z. si colab., 1993), sau NaOH 0,IN.
Componentele mediului de culturd s-au dizolvat in solutia de lignind cu concentratiile
precizate anterior dupd care a urmat sterilizarea la 110°C, timp de 20 de minute. Dupa
sterilizare, mediul s-a repartizat (100 mL) in flacoane Erlenmeyer, cu volumul de 250 mL si
inoculate dupa procedeul descris anterior (Hainal A. R. si colab., 2010b). Cultivarea s-a extins
pentru o perioadd de 4 zile. La intervale de 24 de ore s-au luat probe si s-au cuantificat
cantitatea de biomasa umeda si pH-ul. La finalul fiecarui experiment, lignina nedegradata a
fost recuperatd din mediul de culturd epuizat §i pregatitd pentru a fi caracterizatd prin
spectroscopie FT-IR.
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VI1.2.2.6. Caracterizarea ligninelor prin spectroscopie FT-IR

Spectroscopia FTIR poate fi folosita pentru a urmari modificarile functionale care apar
in structura macromoleculei de lignind in raport cu probele initiale. Spectrele au fost
inregistrate 1n pastila de KBr, in proportie de 1:200, folosind un spectrometru Digilab-
Excalibur FTS 2000. Parametrii de lucru au fost: domeniul spectral 4000 - 400 cm™, rezolutia
4 cm™ i numarul de scandri de 20. Spectrele FT-IR s-au prelucrat cu ajutorul unui program
specializat din seria SpectraManager.

VII.3. Rezultate si discutii

VIL.3.1. Influenta naturii ligninelor asupra randamentului in biomasa umeda

Drojdiile din genul Rhodotorula mucilaginosa au capacitatea de a asimila compusi
aromatici cum ar fi acizii vanilic, ferulic, protocatehic si L-malic, sau polifenoli din diferite
surse vegetale (Hainal A. R. si colab., 2011b)

Acesti compusii cu structurd aromatica (Libkind D. si colab., 2004) sunt de regula
asociati cu degradarea ligninei (ex. acizii vanilic si galic), din materialele vegetale.

In Fig. VI 2 se poate observa variatia cantititii de biomasa umeda rezultatd prin
cultivarea tulpinii R1 1n solutiile ligninei L1 prezentd in concentratii diferite. Din datele
obtinute se poate constata ca la concentratii reduse in lignina din paie de grau, se inregistreaza
un randament mai scdzut in biomasd umeda comparativ cu situatia in care se utilizeaza
concentratii mai ridicate. Cea mai buna productie in biomasa umeda (21 g /L) se obtine pentru
culturile conduse in medii care contin 0,8% lignina L1. Aceste conditii sunt comparabile cu
cele din cazul in care s-a utilizat glucoza (R1M) ca sursa de carbon si pentru care a rezultat o
cantitate de biomasd umeda de 25 g/L.

La o concentratie de 0,1% lignind L1 se constatd o evolutie lentd a tulpinei R1 in
primele 48 de ore de fermentatie. Cresterea microorganismelor se observa dupd 72 de ore,
cand randamentul in biomasa atinge o valoare maxima. Pentru cazurile cand s-au utilizat
concentratii de 0,3 si 0,5 %, se obtin randamente de biomasd umeda care ating valori ridicate
la sfarsitul experimentului si care sunt de aproximativ 17 respectiv 16 g/L.

Fig. VII. 2. Variatia cantitatii de biomasa umeda Fig. VII. 5. Variatia cantititii de biomasd umeda
rezultata prin cultivarea tulpinii R1 in solutie de pentru tulpina R2 cultivatd in solutie de lignina din
lignind L1 prezentd in diferite concentratii comparativ  iarba L2 prezenta in diferite concentratii comparativ cu
cu referinta (semnificatia notatiilor vezi Anexa III); referinta (semnificatia notatiilor vezi Anexa III);

In Fig. VIIL 5 sunt evidentiate rezultatele inregistrate in cazul cultivarii tulpinii R2 in
mediul de culturd in care s-au dizolvat diferite cantitdti de lignind din iarba (L2) comparativ
cu proba martor, cultivatd in prezenta glucozei. De asemenea, si in acest caz se manifestd
particularitatile structurale ale ligninei. Astfel, microorganismul evolueazd mai rapid la
concentratii mai reduse in lignind (0,1 %) obtinandu-se cantitati de biomasa umeda superioare
referintei In primele zile de fermentatie. Ulterior, diferentele se atenueaza, pentru ca in final
randamentele maxime in biomasa sa se situeze in domeniul concentratiilor scazute ale ligninei
(0,1 si respectiv 0,3 %), diferenta fatd de proba de referintd incadrandu-se in intervalul 6 - 4
g/L. De asemenea, pentru aceasta tulpina de drojdie, prezenta in mediul de cultura a ligninelor
din iarba prezintad un efect slab de inhibare asupra biosintezei de biomasa.
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VIL.3.2. Influenta prezentei produselor ligninice in mediul de culturad asupra
variatiei pH-ului

Introducerea ligninei din paie de grau in mediul de culturd al drojdiei R1 nu
influenteazd semnificativ variatia pH-ului pe parcursul fermentatiei (Fig. VIL. 6), acesta
inregistrand variatii intre 6 si 5. O usoara scadere a pH-ului ar putea fi asociatd cu formarea
unor produse de degradare a ligninei i care ulterior sunt metabolizate, valoarea acestuia
revenind la 6 catre sfirsitul experimentului.

Fig. VIL. 6. Variatia pH-ului pe parcursul procesului  Fig. VII. 9. Variatia pH-ului pe parcursul procesului
fermentativ al tulpinii R1 in solutii de lignind L1 fermentativ al tulpinii R2 in solutie de lignind L2
prezenta in diferite concentratii, comparativ cu prezentd in diferite concentratii comparativ cu
referinta (semnificatia notatiilor vezi Anexa III); referinta (semnificatia notatiilor vezi Anexa III);

In cazul folosirii ligninei din iarba in mediul de culturi al tulpinii R2, se inregistreaza
o crestere a pH-ului dupa 48 de ore la o concentratie de 0,3 % in polimer aromatic. Ulterior,
valoarea pH-ului se mentine in aceleasi limite pentru toate variantele de culturd. De asemenea,
si In cazul tulpinii R2 cultivata in mediul de cultura ce contine lignina L2, valoarea pH-ului
este superioard referintei (Fig. VIL. 9).

VIL.3.3. Influenta prezentei produselor ligninice asupra biosintezei de pigmenti
carotenoizi

Biosinteza diferitilor carotenoizi de catre drojdiille rosii au recomandat aceste
microorganisme ca o sursd potentiald de pigmenti determinand un interes imens pentru
cercetdrile biotehnologice (Libkind D. si colab., 2004) avand in vedere dependenta
compozitiei cantitative si calitative a pigmentilor carotenoizi de specie, substrat si conditiile
de crestere folosite.

Datele obtinute in acest studiu au evidentiat conditiile in care lignina poate constitui
sursd de carbon pentru cele doud specii de drojdii in biosinteza pigmentilor carotenoizi.
Astfel, s-a constatat (Fig. VIL. 10) ca tulpina R1 cultivata intr-un mediu ce contine lignina L1
produce o biomasa cu un continut ridicat in pigmenti, pentru o concentratie a polimerului
aromatic de 0,5 %.

Fig. VII. 10. Variatia concentratiei pigmentilor Fig. VII. 13. Variatia concentratiei pigmentilor
carotenoizi in biomasa obtinutd prin cultivarea carotenoizi in biomasa obtinutd prin cultivarea
drojdiei R1 pe substratul ligninic L1, prezentd in tulpinei R2 pe substratul ligninic L2, prezentd in
diferite concentratii, comparativ cu referinta dupa diferite concentratii, comparativ cu referinta dupa
96 de ore (semnificatia notatiilor vezi Anexa III); 96 de ore (semnificatia notatiilor vezi Anexa III);
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In acest caz s-au obtinut valori mai ridicate (2,10 pg/g biomasa uscata) decat in cazul
probei de referinta pentru care valoarea concentratiei pigmentilor extrasi a fost de 0,76 pg/g
biomasa uscatd. Prin urmare, cele doua procese de biosinteza a biomasei si pigmentilor se
desfagoara pe cai diferite, ceea ce poate explica deosebirile constatate Tn evolutia celor doi
indicatori in functie de concentratia ligninei.

Tulpina R2 cultivatd pe medii ce contine lignind din iarbd L2 biosintetizeaza cantitati
maxime de pigmenti la concentratia de 0,5 % a polimerului aromatic (4,6545 pg/g biomasa
uscatd) (Fig. VIL. 13). Ca si in celelate situatii conditiile de biosinteza a pigmentilor
carotenoizi sunt diferite de cele in care microorgansimele produc biomasa (Fig. VIL 5).
Concentratiile ridicate ale ligninei (0,8 %) in mediul de culturd prezinta efecte puternice
inhibitorii asupra biosintezei de pigmenti comparativ cu proba martor. Aceasta situatie ar
putea fi corelatd si cu capacitatea drojdiilor de a acumula pigmentii carotenoizi in faza de
crestere exponentiala si la nceputul fazei stationare (Bhosale P. si Gadre R.V., 2001).

VIL.3.4. Caracterizarea spectrala a produselor ligninice transformate in procesele
fermentative

Spectrele FT-IR se inregistreaza ca instrument analitic de evaluare calitativd a
schimbarilor si modificarilor chimice si biochimice (Ozturk I., si colab., 2010), survenite in
urma transformarii ligninei prin tratamente care afecteaza structura acesteia. Comparativ cu
analizele chimice conventionale, aceasta tehnica necesita cantitati mici de probe si un timp de
analiza scurt (Chan H., si colab., 2010). Analiza ligninelor se poate realiza prin urmarirea
intensitatii benzilor de absorbtie date de numarul variat de grupe functionale prezente in
structura acestor compusi aromatici.

Astfel, Tn urma introducerii ligninelor in mediul de culturd, sistemele enzimatice
proprii drojdiilor actioneaza asupra structurii acesteia. Pentru a observa modificarile produse,
s-au inregistrat spectrele FT-IR. In analiza acestor spectre, s-au urmarit modificarile la nivelul
grupelor hidroxil, carbonil, carboxil, metil, si chiar la nivelul structurilor benzenice,
guaiacilice si siringilice.

Lignina din paie de grau (L1) si cea din iarba (L2) alese pentru testare s-au analizat din
punct de vedere spectral folosind spectroscopia FT-IR. In Fig. VIL 14 se prezinti spectrul IR
pentru lignina din paie de grau (L1).

Din analiza spectrald se observd ca in zona 3000-2846 cm™ se intilnesc vibratii
caracteristice legaturilor C-H aromatice, alifatice si grupelor hidroxil fenolice. Lignina
nemodificati prezinti o intensitate mai mare a picurilor in domeniul 1710-1600 cm™, care se
atribuie legaturilor eterice si grupelor carbonilice legate de nucleul aromatic. Domeniul 1700-
900 cm™, constituie o zona in care se intdlnesc absorbtii corespunzitoare unitatilor structurale
guaiacil si siringil cu substitutii diferite.
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Fig. VIL 14. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din paie de grau (L1);

In Anexa IV.b este prezentat spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina recuperata din
mediul epuizat rezultat in urma cultivarii drojdiei R1 in prezenta solutiilor de lignind 0.8%.
Banda de absorbtie prezentd la 3400 cm™, este atribuiti grupelor hidroxil fenolice si
structurilor aromatice. Se poate observa din Fig. VII. 14, cd intensitatea picului de absorbtie
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este diferitd, comparativ cu cel al probelor de lignind recuperate din mediul de cultura a
tulpinii R1. In cazul acestor probe, se observa ci largimea picului de absorbtie este mai mare,
acesta scazand in intensitate (Anexele IV.b), ceea ce poate constitui o dovada pentru
introducerea de grupe —OH la nivelul nucleelor aromatice. Domeniul 2835-2938 cm™ (Sharma
R.K., si colab., 2004, Yang X. si colab., 2010), constituie o zond in care se intalnesc absorbtii
corespunzatoare vibratiei gruparilor metoxi legate de nucleul aromatic, grupari metil-alifatice
si vibratii ale legaturilor —C-O- neconjugate specifice grupelor cetonice, carbonilice §i eterice.
Pentru proba martor de lignina L1 (Fig. VII. 14) se pot observa picurile foarte bine delimitate
in acest interval. Pentru probele de lignina recuperate din mediul de cultura, acest domeniu
este afectat, prin scdderea intensitatii picurilor, uneori constatdndu-se chiar disparitia acestora.
Aceste observatii ar putea fi corelate cu demetoxilarea nucleelor aromatice din structura
ligninei de catre sistemele enzimatice caracteristice tulpinii de drojdie R1, sau prin atacul
asupra legaturii —C-O.
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Anexa IV.b. Spectrul IR inregistrat pentru lignina din paie de grau recuperata din mediul de cultura a
experimentului notat R1L10,8%
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La 1710 cm™ se inregistreazi absorbtii caracteristice vibratiilor de valentd ale
gruparilor carbonil si carboxil. La probele de lignind recuperatd se observa modificari ale
intensitatii acestor picuri, modificari care ar putea fi determinate de reactiile de oxidare de
catre sistemele enzimatice ale drojdiei.

Domeniul 1500-1590 cm™, corespunde vibratiilor legaturilor -C=C- si —C-C- din
nucleul aromatic. In Anexa IV.b, se observd modificiri ale intensitatii picurilor in acest
domeniu comparativ cu proba martor (L1). Aceste modificari au loc probabil datoritd atacului
sistemelor enzimatice ale drojdiei asupra nucleelor aromatice, avand in vedere si datele de
literatura (Higuchi T., 2004) conform carora, enzimele sintetizate de aceste drojdii ar ataca
nucleele aromatice din structura ligninei, hidroxilate anterior.

in domeniul de absorbtie 1330-1370 cm™ se regdsesc vibratii ale unitatilor siringil si
guaiacil prezente in structura ligninei in raport diferit, in functie de specia de planta, de
modificarile aduse in structura acesteia si de procedeul de obtinere. Modificarile la acest nivel
apar probabil datorita transformarilor produselor la nivelul nucleelor aromatice sub actiunea
enzimelor microorganismului.
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Fig. VII. 19. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din iarba (L2) — martor;
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Prezenta benzilor de absorbtie in domeniul 1300-900 cm™ sunt considerate specifice
legéturilor C-O din alcoolii secundari, esterice sau eterice, a legaturilor C-C, si deformatiei
acestora. La nivelul acestor legaturi intervin diferite schimbari, astfel ca benzile de absorbtie
scad sau cresc in intensitate, uneori chiar lipsind. Toate aceste modificari sunt caracteristice
pentru o serie de reactii cum ar fi cele de oxidare, dehidrogenare si posibil de condensare intre
unitatile structurale din macromolecula de lignina.

In Fig. VIL 19 este prezentat spectrul IR pentru lignina din iarba - Sarkanda grass
(L2), care se caracterizeazd prin prezenta unor benzi specifice grupelor —OH fenolice si
structurilor alifatice din domeniul 3410-3460 cm™ (Fig. VIL 19), benzi care prezinti o
intensitate ridicata, comparativ cu spectrele ligninei separate din mediul de cultura, unde picul
de absorbtie lipseste (Fig. VIL. 23).
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Fig. VII. 23. Spectrul IR inregistrat pentru lignina din iarba recuperata din mediul de cultura rezidual propriu
experimentului notat R2L2 0,5%

Dupa cum se poate observa din Fig. VII. 23, sistemele enzimatice sintetizate de tulpina
de drojdie R2 de asemenea modifica structura ligninei la nivelul diferitelor grupe si legaturi.
De exemplul, picul din domeniul 3410-3460 cm™, caracteristic vibratiei grupelor hidroxil
fenolice si structurilor alifatice suferd modificari ale intensitdtii semnalelor de absorbtie.
Semnalele din domeniul 2840-2835 cm™ sunt responsabile vibratiilor legaturii —C-O
neconjugate, specific grupelor cetonice, carbonilice si eterice, iar in cazul celorlalte probe
(Fig. VII. 23) acestea dispar. Acest lucru se realizeaza probabil, datorita sistemelor enzimatice
sub actiunea carora are loc ruperea legaturilor -C-O din structura ligninei.

Domeniul cuprins in intervalul de absorbanti 1590-1740 cm™ care este responsabil
pentru vibratiile legaturilor —-C=0, suferd modificari in special prin intensificarea picurilor
care se regisesc in jurul valorii de 1600 cm™, caracteristice vibratiei legaturilor conjugate —
C=0 de la nivelul grupele cetonice si carbonilice.

Dupa cum se poate observa din Fig. VII. 19, semnalul responsabil vibratiei legdturilor
din nucleul aromatic (1505-1590 cm™), este bine definit si prezintd o intensitate mare, pe cand
picurile specifice probelor de lignind separate din mediul de culturd prezintd semnale de
intesitate redusa.

in domeniul 1270-1275 cm™ se intalnesc vibratii ale legaturii fenolice sau eterice,
unde intensitatea semnalelor de absorbtie se modifica in cazul probelor de lignind separate din
mediul de culturd, (Fig. VII. 23), comparativ cu proba martor (Fig. VII. 19). Totodata,
semnalele prezente in domeniul de absorbtie 1126-1127 cm™, atribuit vibratiilor legaturii —C-
H din inelul aromatic, caracteristic unitatilor siringilice, sau vibratiilor specifice alungirii
legiturii —C-O prezente la nivelul alcoolilor primari, si cel de la 1035 cm™, caracteristic
deformatiei legaturilor —C-O, prezente la nivelul alcoolilor primari si legaturilor —C-H din
planul inelului aromatic (Dizhbite T., si colab., 2011, Yang X. si colab., 2010), sufera
modificari semnificative, prin scdderea intensitatilor acestora. Aceastd scadere se poate
explica prin faptul ca la nivelul acestor grupe functionale prezente in structura ligninei se pot
produce oxidari ce duc la ruperea legaturilor chimice.

In concluzie se poate afirma ci, in urma analizei spectrale a probelor de lignini
nemodificate (L1 si L2) cét si a celor recuperate din mediul de culturd epuizat, s-au evidentiat
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modificari semnificative la nivelul grupelor functionale din structura ligninei determinate de
drojdii.

Transformarea ligninelor sub actiunea microorganismelor are ca rezultat formarea
unor produse micromoleculare asimilabile de catre acestea cu consecinte in biosinteza de
biomasa si pigmenti carotenoizi. Spectrele FT-IR pot fi considerate semnificative pentru a
evidentia modificarile de functionalitate, in majoritatea reactiilor oxidative care determina
eroziunea structurilor ligninice pentru a oferi sursa de carbon pentru microorganisme.

Capitolul VIII - Studii privind cultivarea drojdiilor Rhodotorula
mucilaginosa sub influenta unor factori de stres si in prezenta produselor

polifenolice

VIIIL.1. Oportunitatea abordarii temei de cercetare

Substantele chimice din compozitia unui mediu in care se dezvolta microorganismele
pot exercita, in functie de natura si concentratia lor, trei efecte asupra acestora:

e favorizarea dezvoltarii si multiplicérii celulare prin aportul de substante nutritive si
realizarea echilibrelor fizico-chimice indispensabile vietii;

e blocarea potential reversibild a proceselor de multiplicare celulara, deci un efect
microbiostatic;

e alterarea profundd si ireversibild a unor procese metabolice esentiale, ceea ce

reprezintd un efect microbicid (Danaila M., 2009).

In acest capitol s-a urmarit capacitatea de complexare a compusilor polifenolici separati
din diferite materiale vegetale reziduale cu ionii de cupru disociati din sulfatul de cupru. in
acest sens s-a analizat complexarea acestui metal greu, prezent frecvent in sol, urmat apoi de
introducerea acestor solutii in mediul de culturd a doua tulpini de drojdie din genul
Rhodotorula mucilaginosa. Paralel, s-a studiat metabolizarea compusilor cu structura
aromaticd de catre drojdii, precum si efectul acestor medii de culturd asupra biosintezei de
pigmenti carotenoizi. Aceste experimente au urmadrit doud aspecte: (1) biosorbtia din mediu de
cultura si concentrarea ionilor liberi de cétre biomasa celulara si (2) biosinteza cu randament
cat mai ridicat a pigmentilor carotenoizi caracteristici celor doud tulpini de Rhodotorula
mucilaginosa.

VIIIL.2.2. Metode

In efectuarea experimentelor s-au folosit extracte din trei tipuri de materiale vegetale,
si anume, Asclepias syriaca planta, seminte de Vitis vinifera i coaja de Picea abies $i s-au
parcurs etapele din Fig. VIIL.1.

Fig. VIII.1. Schema etapelor experimentale pentru cultivarea celor doua tulpini de drojdie Rhodotorula
mucilaginosa.
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VIIIL.2.2.1.2. Obtinerea mediului de cultura
In extractele apoase astfel obtinute si caracterizate din punct de vedere al continutului
de polifenoli totali, s-a adaugat sulfat de cupru in diferite concentratii, i anume, 10, 25, 50 si
100 mg/L. Solutiile au fost pastrate la frigider timp de 24 de ore, dupa care s-au prelevat probe
pentru determinarea concentratiei polifenolilor totali si de ioni metalici existenti in solutie.
Dupa prelevarea probelor, s-a preparat mediul de cultura cu urmatoarea compozitie
chimica: 1g/L glucoza, 1g/L KH,PO4, 1g/L (NH4),SO4, 0,05g/L CaCl,, care a fost supus
sterilizarii 20 de minute la 110°C, iar apoi repartizat in pahare Erlenmeyer.
VIIL.3. Rezultate si discutii
VIIL.3.1.Caracterizarea extractelor utilizate in cultivarea microorganismelor
Pentru obtinerea mediilor de cultura, s-a efectuat diluarea extractului din 20 g de
material aflat intr-un volum de 500 mL si caracterizat in detaliu in Capitolul V. 3. 1, pana ce
concentratia acestuia a devenit echivalenta cu cea a unui extract separat din 5, 10 respectiv 15
g/L material vegetal. In extractele astfel obtinute s-a stabilit continutului de polifenoli totali
(Tabelul VIIL 1).
Tabel VIIL. 1.
Continutul de polifenoli totali din extractele folosite pentru realizarea mediului de cultura

Continutul in polifenoli ~ Continutul in polifenoli Continutul 1n
Extracte apoase din: totali al extractului din 5  totali al extractului din polifenoli totali al
g/L material vegetal (mg 10 g/L material vegetal extractului din 15 g/L
GAE/L) (mg GAE/L) material vegetal (mg
GAE/L)
Coaja de Picea abies 148,78 258,95 390,53
Seminte  de Vinis 143,39 259,14 391,87
vinifera
Asclepias syriaca 112,93 151,56 213,59
planta

VII1.3.4. Cultivarea drojdiilor in extracte din seminte de Vitis vinifera in prezenta
diferitelor adaosuri ale ionilor de cupru

VIIL.3.4.1. Influenta conditiilor de culturi asupra randamentului in biomasa

Mediile de cultura ce contin extracte apoase cu un continut in polifenoli totali de
391,87 mgGAE/L nu determind un comportament foarte diferit al tulpinii R2. Cantitatea
maxima de biomasd umeda atinge valori de 9,6 g/L si se inregistreaza pentru cultura condusa
in mediul in care s-au addugat 50 mg/L ioni de cupru (Fig. VIIIL. 68.).

Fig. VIII. 68. Variatia cantitatii de biomasa umeda Fig. VIII. 74. Variatia pH-ului pe parcursul culturilor
pentru culturile R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 (semnificatia notatiilor
(semnificatia notatiilor vezi Anexa VII); vezi Anexa VII);

VIIL.3.4.2. Variatia pH-ului pe parcursul proceselor fermentative

Conform datelor publicate de Ertugrun S. si colab in 2009, cuprul este adsorbit de
celulele drojdiei la valori ale pH-ului de 4 si 5 in aceleasi concentratii. De asemenea,
bioacumularea cuprului de catre drojdiile Rhodotorula mucilaginosa a fost investigata in
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mediul de culturd ce contine melasa ca sursa de carbon, valoarea optimd a pH-ului pentru
procesul de bioadsorbtie fiind in jur de 4. Maximul cantititii de cupru bioadsorbit se
realizeazad in intervalul 4-6 zile si creste o datd cu cresterea concentratiei ionului metalic 1n
mediul de cultura.

Astfel, se poate observa din datele proprii obtinute cd, concentratia cuprului este in
scadere pana la sfarsitul procesului, fenomen determinat de valorile scazute ale pH-ului in
mediul de cultura, acesti ioni metalici fiind probabil adsorbiti de catre biomasa biosintetizata.

Prezenta Tn mediul de cultura a extractelor cu concentratia cea mai ridicatd in produsi
polifenolici totali (391,87 mgGAE /L) are ca efect o scadere a pH-ului in primele 24 de ore
pana la valori de 3,5. De asemenea, se poate remarca faptul cd, pentru fermentatiile in urma
carora s-a obtinut cantitatea maxima in biomasa umeda (Fig. VIIL. 68.), valoarea pH-ului se
situeaza in jurul valorii de 4,5 (Fig. VIIL 74.).

VIIL.3.4.3. Variatia concentratiei compusilor polifenolici in mediul de cultura

La concentratii ridicate ale compusilor polifenolici In extract cantitatea celor care
formeaza complecsi cu ionii de cupru este mult mai mare decat in cazurile in care concentratia
compusilor polifenolici totali este mai scdzuta (Fig. VIIL. 80). La cultivarea tulpinii R2, s-a
remarcat cd, cantitatea maxima de compusi polifenolici degradati s-a produs in cazul culturii
notatd R2S15Cu25 (Fig VIII. 80.), insd care nu a reprezentat experimentul in care s-a
inregistrat un maxim al randamentului in biomasa umeda (Fig. VIIL. 68.).

Fig. VIII. 80. Variatia concentratiei polifenolilor totali Fig. VIII. 86. Variatia concentratiei ionilor de cupru pe
pe parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100 parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25, 50, 100
(semnificatia notatiilor vezi Anexa VII); (semnificatia notatiilor vezi Anexa VII);

VIIIL.3.4.4. Variatia concentratiei ionilor de cupru

In ceea ce priveste situatia ionilor de cupru indrodusi in extract, se poate observa ci
cea mai mare cantitate este legata nainte de inoculare. Acest fapt este sustinut de catre datele
de literatura (Kraal P., si colab., 2006) conform cérora, ionii de cupru sunt complexati in
solutiile apoase de cdtre compusii polifenolici. De asemenea, se poate remarca faptul ca o
cantitate Tnsemnata a acestora este retinutd de biomasa celulara, un procent care se ridica pana
la 5%.

In Fig. VIIL. 86 se poate remarca sinergismul constatat intre existenta compusilor
polifenolici din extractele apoase §i prezenta ionilor de cupru adaugati in mediu. Cu toate ca
aceste extracte apoase prezinta concentratia cea mai ridicatd in compusi polifenolici, §i anume
391,87 mgGAE/L, se poate observa ca in momentul in care s-au addugat in mediu 10 mg/L
ioni de cupru, un procent de 60% din acestia au fost complexati. Cu cat creste concentratia
ionilor de cupru in mediu cu atat creste si gradul lor de retinere. De asemenea, cantitatea de
ioni metalici captati de biomasa este ridicata doar in cazul culturilor conduse in extract in care
s-au adaugat 10 mg/L cupru. Insi, odati cu cresterea cantititii de biomasi din mediul de
culturd, creste si procentul ionilor metalici retinuti.
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VIIL.3.4.5. Influenta conditiillor de culturd asupra biosintezei pigmentilor
carotenoizi

Prezenta in mediul de culturd a extractelor cu o concentratie cea mai ridicatd in
compusi polifenolici (391,87 mgGAE/L) permite obtinerea celor mai ridicate randamente 1n
pigmenti carotenoidici biosintetizati de cele doua tulpini de drojdie.

Fig. VIIIL. 92. Variatia concentratiei pigmentilor carotenoizi pe parcursul culturilor R2S15Cu0, 10, 25,
50, 100 (semnificatia notatiilor vezi Anexa VII);

Efectul favorabil al extractelor este mult mai evident pentru tulpina R2 comparativ cu
tulpina R1. Astfel, tulpina R2 biosintetizeaza cantitati maxime de pigment carotenoid care
ating valori de 6 pg/g biomasa uscata, si se inregistreaza pentru cultura martor (Fig. VIIL 92).

Capitolul IX Concluzii finale

Rezultatele obtinute In urma cercetérilor prezentate in teza de doctorat cu titlul STUDIUL
INFLUENTEI PRODUSELOR POLIFENOLICE ASUPRA PROCESELOR METABOLICE SI
DEZVOLTARII UNOR MICROORGANISME, au evidentiat posibilitatea utilizarii unor extracte
din materiale vegetale reziduale in prepararea mediilor pentru cultivarea a doud tulpini de drojdie
Rhodotorula mucilaginosa care sa ofere cantitati semnificative de pigmenti carotenoizi.

Astfel, s-au utilizat extracte apoase din Asclepias syriaca (Mierea albinelor), coaja de Picea
abies (molid) si seminte de Vitis vinifera (struguri rosii) In concentratii diferite in mediile de cultura,
alaturi de glucozd in concentratii normale sau scdzute, urmarindu-se efectele acestora asupra
randamentului in biomasa precum si biosintezei de pigmenti carotenoizi.

De asemenea, alaturi de extractele mentionate in alte experimente s-au testat si ionii de cupru
in diferite concentratii. In acest caz s-au urmdrit aceeasi parametri in paralel cu evolutia concentratiei
ionilor de cupru care pot fi adsorbiti de biomasa umeda sau complexati de compusii polifenolici
prezenti in mediul de culturd. Intr-o alti serie de experimente au fost testate efectele a doud tipuri de
lignind asupra microorganismelor studiate si s-au evidentiat prin metode spectrale transformarile
suferite de polimerul aromatic.

Studiile de literatura precum si rezultatele experimentale prezentate In lucrarea de doctorat au
condus la urmatoarele concluzii:

1. Drojdiile Rhodotorula sp. au fost cultivate pe foarte multe tipuri de substraturi pentru a
obtine cantitati cat mai ridicate de pigment carotenoid, si anume: iaurt, melasa, glicerol, tarate de orez,
acid lactic insd, in functie de conditiile de cultivare produc pigmenti carotenoizi in cantitéti
semnificative.

2. Drojdiile din genul Rhodotorula sunt capabile a degrada compusii cu structura polifenolica
printre care: acizii ferulic, vanilic, sinapic si acid galic.

3. Lignina este o substanta care joaca un rol foarte important in ciclul carbonului pe pamant.
Informatile de literaturda evidentiazd faptul cd aceasta poate avea aplicatii mult mai largi, fiind
mentionatd utilizarea sa in hrana animalelor, in fertilizarea solului, in procese de bioremediere etc.
Datorita structurii sale complexe, doar cdteva tipuri de microorganisme sunt capabile sd degradeze
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lignina, biodegradarea macromoleculei de lignina realizdndu-se sub actiunea enzimelor extracelulare
nespecifice, dintre care cele mai importante sunt: lignin peroxidaza, mangan peroxidaza si lacaza.

4. Cu toate ca n literaturd sunt prezentate cateva specii de drojdii care degradeaza monomerii
ligninei, cum ar fi Rhodotorula graminis, Candida ingeniosa, Rhodotorula mucilaginosa, aceasta clasa
de microorganisme nu este consideratd a fi capabila a degrada structura polimerului. Sunt putine
informatii privind interactiunea drojdiilor cu lignina. Conform datelor de literaturd, anumite specii din
genul Rhodotorula pot ataca enzimatic lignina scindand molecule de dimensiuni mici pe care mai apoi
sd le introduca in circuitul metabolic, fard a biosintetiza sisteme enzimatice care sa degradeze
produsele pana la dioxid de carbon si apa. Rhodotorula sp. pot degrada acidul ferulic care este
componentul majoritar al ligninei in plantele anuale, rezultate apreciate cu ajutorul tehnicilor spectrale.

5. Cuprul reprezintd un micronutrient esential in plante, important pentru functionarea
diferitelor enzime cum ar fi Cu/Zn superoxid dismutaza, ascorbat oxidaza, polifenol oxidaza, citocrom
C oxidaza si plastocianina. In lipsa acestuia, cresterea plantelor se realizeazi cu dificultate. Prezenta
acestor ioni in forma liberd in organismele vii conduce la interactiuni cu formele libere ale oxigenului,
consecinta acestei reactii fiind producerea de specii reactive ale oxigenului prin reactia Fenton, care
sunt generate necontrolat ducand astfel la distrugeri oxidative ale biomoleculelor.

6. Multi compusi polifenolici prezinta caracter antioxidant mult mai puternic comparativ cu
vitaminele. Activitatea antioxidanta a acizilor fenolici deriva din numarul si pozitia grupelor hidroxil
legate de nucleul aromatic, si de asemenea de tipul de substituenti. Cea mai mare activitate
antioxidantd a fost inregistrata pentru orto-difenoli. Abilitatea de chelatizare a metalelor cu polifenolii
este legatd de prezenta compusilor orfo-dihidroxi, ca de exemplu grupele galoil sau structurile de tip
catehol; reactia prezentand o foarte mare importantd o datd ce chelatarea metalelor are loc la pH-ul
fiziologic. Studiile fizico-chimice cu privire la complecsii formati intre metale si polifenoli in stare de
echilibru au stabilit ca oxidarea cataliticd sau necatalitica 1n solutie a acizilor cinamic, vanilic, siringic,
protocatehuic, si 3,4,5-trimetoxibenzoic, acidului tanic, flavonelor (quercetinei), catehinei, acizilor
galic si ferulic are loc in prezenta ionilor metalici.

7. Multe tipuri de biomase microbiene au capacitati de biosorbtie. Biomasa drojdiilor a fost
utilizatd cu succes ca biosorbent in eliminarea ionilor de Ag, Au, Cd, Cu, Cr, Ni, U si Zn din solutiile
apoase. Multe dintre drojdii pot adsorbi un spectru larg de metale sau pot fi specifice pentru unul
singur. Celulele de Rhodotorula mucilaginosa prezinta capacitate de indepartare a ionilor de Cu(Il) din
solutiile apoase, mai ales atunci cidnd concentratia acestora este sub 100 mg/L, situatie in care
procesele de depoluare existente in acest moment sunt prea costisitoare si slab eficiente in indepartarea
acestor concentratii scazute din solutii.

8. In experimentele efectuate s-au folosit trei tulpini de drojdii Rhodotorula mucilaginosa
selectionate si puse la dispozitie de laboratoarele Platformei Alimentare din cadrul Universitatii
“Dundrea de Jos” din Galati iar identificarea lor a fost posibild ca urmare a stagiului de cercetare
efectutat n laboratoarele Departamentului de Biologie Aplicata, Sectia de Microbiologie si Colectia de
Drojdii Industriale DBVPG, din cadrul Universitatii 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 si azot, precum si
influenta temperaturii, a condus la concluzia cd cele doud tulpini de drojdie folosite in partea
experimentald se identificd cu Rhodotorula mucilaginosa. Cu toate acestea, s-au observat diferente
interspecifice intre cele trei tulpini analizate, fapt constatat prin aspectul coloniilor cultivate pe mediul
de cultura agarizat precum §i In asimilarea anumitor surse de carbon cu o dinamica diferita, deosebiri
care apar datoritd izolarii acestora de pe diferite medii naturale. Tindnd seama de aceste informatii cele
doua tulpini utilizate in partea experimentala au fost notate cu R1 si R2.

10. In urma analizelor moleculare s-a stabilit ci cele trei tulpini de drojdii sunt identice in
proportie de 100% cu Rhodotorula mucilaginosa AF070432, tulpina care se gaseste In baza de date
GenBank.

11. Extractul apos din Asclepias syriaca, cu un continut in polifenoli totali de 112,93 mgGAE
/L, duce la obtinerea unui randament maxim in biomasd pentru tulpina notatd R1. Fermentatiile
realizate In medii de cultura ce contin pe langa extractele apoase din Asclepias syriaca, 1 g/L glucoza,
intretin cresterea celor doud tulpini de drojdie pana in a patra zi de culturd, cantitatea de biomasa
produsa de tulpina notatd R1 ajungand la jumatate comparativ cu situatia in care tulpina R1 a fost
cultivatd in mediul de culturd cu o concentratie a polifenolilor totali separati din Asclepias syriaca de
112.93 mgGAE/L .
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12. In prezenta extractelor din Asclepias syriaca, tulpina notata R2 degradeazi o cantitate mai
mare de polifenoli totali comparativ cu tulpina R1, cele doud microorganisme caracterizandu-se prin
procese metabolice diferite. Compusii polifenolici existenti in extractele apoase din Asclepias syriaca
sunt folositi cu precadere ca sursd de carbon in cresterea celor doud tulpini de drojdie, cantitatea
consumata crescand atunci cand in mediul de cultura nu mai exista o altd sursa de carbon.

13. Conditia optima pentru biosinteza unor cantitati maxime de pigmenti carotenoizi pentru
fermentatiile celor doud tulpini de drojdie in extractele apoase separate din Asclepias syriaca este
reprezentatd in cazul cultivarii tulpinii R2 in mediul de cultura ce contine extract apos din 4. syriaca
cu un continut Tn compusi polifenolici totali de 112,93 mg GAE/L.

14. Extractul apos din coaja de Picea abies, cu un continut in polifenoli totali de 148,78
mgGAE /L reprezintd mediul in care se obtine o cantitate maxima de biomasd umeda in urma
fermentatiei tulpinii R1.

15. Prezenta extractului apos din coaja de Picea abies, cu un continut in polifenoli totali de
89,98 mgGAE /L, ofera conditii pentru a realiza un randament maxim in biomasd umeda pentru
fermentatiile conduse in mediul de culturd ce contine 1 g/L glucoza, conditie reprezentatd de
fermentatia tulpinii notata R2.

16. Compusii polifenolici din extractele apoase din coaja de Picea abies, sunt utilizati de catre
cele doua tulpini de drojdie, fiind degradati intr-o proportie de 40% din concentratia initiald cand in
mediu este introdusi o cantitate de 15 g/L glucoza. In lipsa glucozei ca sursi complementard de
energie, sistemele enzimatice proprii celor doua tulpini degradeaza un procent de aproximativ 60% din
concentratia compusilor polifenolici existenti Tn aceste extracte apoase indiferent de concentratia
acestora.

17. Situatia 1n care se obtine cantitatea maximad de pigment pentru fermentatiile conduse in
extracte apoase din coaja de Picea abies, este reprezentatd de fermentatia tulpinii notatd R1 in mediul
de cultura ce contine o concentratie Tn compusi polifenolici de 89,98 mgGAE /L.

18. Maximul randamentului in biomasd umedd pentru fermentatiile conduse in extracte
separate din seminte de Vitis vinifera se Inregistreaza pentru cultivarea tulpinii notatd R1 in mediul ce
contine o concentratie in compusi polifenolici totali de 69,19 mgGAE/L. Aceasta reprezinta conditia si
pentru obtinerea unei cantitati maxime in pigment carotenoid.

19. In urma procesului de modelare statistici a datelor referitoare la cantitatea de biomasa
umeda rezultatd in urma cultivarii celor doua tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, s-a obtinut
un coeficient de corelatie apropiat de valoarea 1, ceea ce semnifica faptul ca rezultatele experimentale
sunt n concordanta cu cele calculate.

Analiza diferitelor variante a condus la concluzia ca pentru obtinerea unui randament maxim
in biomasa umeda cea mai avantajoasa situatie este cea In care se cultiva tulpina notatd R1 in prezenta
extractului din Asclepias syriaca cu un continut in polifenoli de 112,93 mg GAE/L si a unei
concentratii in glucoza de 15 g/L.

20. In urma optimizarii randamentului in pigmenti carotenoizi biosintetizati de cele doui
tulpini de drojdie a rezultat ca valoarea rezultatd se incadreaza in domeniul experimental pentru toate
variantele analizate. De asemenea, testarea stabilitatii optimului determinat a dus la concluzia ca acesta
se pastreazd pentru intervale stabile de timp si randament in biomasd umeda. Analiza efectuatd a
condus la stabilirea conditiilor optime pentru obtinerea unui continut maxim in pigmenti carotenoizi de
37,24 ug pigment/g biomasa uscata si un randament in biomasa uscata de 37,488 g/L care sunt oferite
de cultivarea tulpinii notata R1 folosind ca sursa de carbon extractul din seminte de Vitis vinifera cu o
concentratie in compusi polifenolici totali de 69,19 mgGAE/L si o concentratie a glucozei de 15g/L.

21. Cele doud tulpini de drojdie Rhodotorula mucilaginosa, sintetizeaza enzime capabile sa
actioneze asupra diferitelor grupe functionale din structura ligninei, pe care le foloseste ca sursa de
carbon si energie.

22. Conditia pentru obtinerea unei cantitati maxime de biomasa in cultivarea celor doud tulpini
de drojdie 1n medii ce contin solutii de diferite concentratii din lignine din paie de grau si iarb, este
reprezentatd de cultivarea tulpinii notatd R1 in mediul ce contine 0,8% lignina notatd L1.

23. Concentratii maxime de pigmenti carotenoizi rezultd n cazul cultivarii celor doud tulpini
de drojdie in medii ce contin solutii din lignine din paie de grau si iarba, reprezentatd de cultivarea
tulpinii R2 in mediul ce contine o concentratie de 0,5% din lignina notata L2.

24. Sistemele enzimatice biosintetizate de drojdii in conditiile cultivarii in mediul pe baza de
produse ligninice produc modificari semnificative asupra structurii acestora. Modificarile apar la
nivelul grupelor metil, prin scindarea acestora de pe nucleul aromatic sau din catenele laterale. Un alt
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tip de reactie care detrmina modificdrile produse in structura ligninei sunt reactiile de oxidare de la
nivelul grupelor carbonil, carboxil si hidroxil, apartinand cetonelor, alcoolilor, fenolilor, aldehidelor.
Astfel, se poate spune ca solutiile de lignina folosite in fermentatiile drojdiilor sunt propice dezvoltarii
si biosintezei de compusi carotenoizi pentru cele doua tulpini de drojdii.

25. Conditia pentru obtinerea celui mai ridicat randament in biomasa umeda, pentru
fermentatiile celor doua tulpini de drojdie conduse in extracte apoase din cele trei materiale vegetale
alaturi de ionii de cupru, este reprezentatd de fermentatia tulpinii notatd R1 in extract apos din
Asclepias syriaca cu o concentratie in compusi polifenolici de 213,59 mgGAE/L alaturi de care s-au
introdus 10 mg/L ioni de cupru.

26. Cea mai ridicata concentratie in pigment carotenoid se inregistreaza pentru fermentatiile
celor doua tulpini de drojdii conduse 1n extracte apoase din cele trei materiale vegetale alaturi de ioni
de cupru, in cazul tulpinii notata R1 in extract apos separat din coaja de Picea abies cu o concentratie
in compusi polifenolici totali 390,53 mgGAE/L.

27. In situatia in care cele doua tulpini de drojdie au fost cultivate in medii ce contin pe langa
compusi polifenolici 10 mg/L ioni de cupru, cea mai mare concentratie a acestuia a fost adsorbita in
urma fermentatiei tulpinii notata R2 in extract apos separat din seminte de Vitis vinifera cu un continut
in compusi polifenolici totali de 143,39 mgGAE/L.

28. Cele doua tulpini de drojdie cultivate in medii ce contin pe langd compusi polifenolici 25
mg/L ioni de cupru, au dus la adsorbtia unei cantitdti maxime in urma fermentatiei tulpinii notata R1 in
mediul de culturd ce contine extract apos separat din coaja de Picea abies cu o concentratie In compusi
polifenolici totali 390,53 mgGAE/L.

29. Atunci cand cele doud tulpini de drojdie au fost cultivate in medii ce contin pe langa
compusi polifenolici 50 mg/L ioni de cupru, cea mai mare concentratie a acestuia a fost adsorbitd in
urma fermentatiei tulpinii notatd R1 in extract apos din Asclepias syriaca cu o concentratie in compusi
polifenolici de 213,59 mgGAE/L.

30. Cand cele doua tulpini de drojdie au fost cultivate in medii ce contin pe langd compusi
polifenolici 100 mg/L ioni de cupru, cea mai mare cantitate din acesta a fost adsorbita in cazul culturii
tulpinii notatd R2 in mediul de culturd ce contine extract apos din Asclepias syriaca cu o concentratie
in compusi polifenolici de 151,56 mgGAE/L.
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Anexe
Anexa I:
Semnificatia notatiilor utilizate in fermentatiile prezentate in Capitolul V

R1 — cultura realizata prin fermentatia tulpinei R1 in mediul de cultura fara extracte vegetale;

R2 - cultura realizata prin fermentatia tulpinei R2 in mediul de cultura fara extracte vegetale;

R1ASO.5- culturd realizatd in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca;

R1ASS - cultura realizata in mediu de cultura ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca;

R2ASO0.5 - cultura realizata in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca;

R2ASS - cultura realizatd in mediu de cultura ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca;

R1°AS0.5 - cultura realizata in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca;
R1°ASS - cultur realizata in mediu de cultura cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca;
R2’AS0.5 - cultura realizatd in mediu de cultura cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 0.5 g/L Asclepias syriaca;
R2’ASS - cultura realizata in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca;
R1MO.5 - cultura realizata in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L coaja de Picea abies;

RI1MS - cultura realizata in mediu de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies,

R2MO.5 - culturd realizatd in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L coaja de Picea abies;

R2MS - cultura realizata in mediu de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies;

R1°MO.5 - cultura realizata in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 0.5 g/L coaja de Picea abies;
R1’MS - cultura realizatd in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies;
R2’MO0.5 - cultura realizata in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 0.5 g/L coaja de Picea abies;
R2’MS - cultura realizatd in mediu de culturd cu adaos de 1 g/L glucoza ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies;
R1S0.5 - cultura realizata in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L seminte de Vitis vinifera;

R1SS - cultura realizatd in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L seminte de Vitis vinifera,

R2S0.5 - cultura realizatd in mediu de cultura ce contine extract din 0.5 g/L seminte de Vitis vinifera,

R2SS5 - cultura realizatd in mediu de culturd ce contine extract din 0.5 g/L seminte de Vitis vinifera;,
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Anexa II

Cantitatile maxime de biomasa umedai si pigmenti carotenoizi obtinute in urma proceselor fermentative prezentate in

Capitolul V
Cantitatea maxima de biomasa umeda obtinuta Cantitatea maxima de pigment
biosintetizata
Experiment Pigment
Timp, h Biomasa umeda, g/L Timp, h carotenoid, ug/g
biomasa uscata

R1 216 31,416 216 38,6965

R2 216 34,08 216 21,885

R1AS0.5 192 18,614 120 9,2332

RIAS5 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

RIMO.5 168 32,265 168 17,3146

R1MS5 216 43,365 144 11,7896

R2M0.5 144 31,688 120 9,54

R2M35 96 38,424 168 9,2619

R1’MO0.5 144 21,361 48 10,3185

RI1’MS5 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

RI1S5 192 33,191 144 24,803

R2S0.5 120 26,635 96 7,1459

R2S5 168 31,974 120 15,8915

Anexa IIT

Semnificatia notatiilor utilizate in fermentatiile prezentate in Capitolul VII

R1L10.1% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,1%;
R1L10.3% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,3%;
R1L10.5% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,5%;
R1L10.8% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,8%;
R2L10.1% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,1%;
R2L10.3% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,3%;
R2L10.5% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,5%;
R2L10.8% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L1 in procent de 0,8%;
R1L20.1% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L2 in procent de 0,1%;
R1L20.3% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L2 in procent de 0,3%;
R1L20.5% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L2 in procent de 0,5%;
R1L20.8% - Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat ligninad L2 in procent de 0,8%;
R2L20.1% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat ligninad L2 in procent de 0,1%;
R2L20.3% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat ligninad L2 in procent de 0,3%;
R2L20.5% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat ligninad L2 in procent de 0,5%;
R2L.20.8% - Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura la care s-a adaugat lignina L2 in procent de 0,8%;
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Anexa IV: Spectrele FT-IR a ligninelor recuperate din mediul de cultura rezidual
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Anexa IV.a. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din paie de grau recuperata din mediul de

notat R1L10.5%;
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Anexa IV.b. Spectrul IR inregistrat pentru lignina din paie de grau recuperata din mediul de cultura a experimentului notat
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Anexa IV.c. Spectrul IR nregistrat pentru lignina din paie de grau recuperatd din mediul de culturd a experimentului notat

R2L10.3%;

R2L1 0.8%.SPC

Absorbance
9
W
O

=<}
&
~
™
=3}
T

R2L1 0.8%

~-1217.08
—1120.64

—1265.3

839.03

T T
3600 3400

T
3200

T T
3000

T T T T T T
2400 2200 2000

Wav enumber (cm-1)

T T T T
2800 2600

T T
1800

T T
1600

T
1400

T T T T T
1200 1000

Anexa IV.d. Spectrul IR inregistrat pentru lignina din paie de grau recuperatd din mediul de culturd a experimentului notat

R2L10.8%;
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Anexa IV.e. Spectrul IR inregistrat pentru lignina din iarba recuperata din mediul de cultura rezidual propriu experimentului
notat R1L.20.1%;
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Anexa IV f. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din iarbd recuperatd din mediul de cultura rezidual propriu
experimentului notat R1L20.5%;
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Anexa IV.g. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din iarba recuperatd din mediul de cultura rezidual propriu
experimentului notat R21L.20.3%;
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Anexa IV.h. Spectrul FT-IR inregistrat pentru lignina din iarba recuperata din mediul de cultura rezidual propriu
experimentului notat R21.20,8%;
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Anexa V:

Intensitatile lungimilor de unda proprii spectrelor FT-IR inregistrate pe ligninele reziduale recuperate din mediul de culturi

Lungimea | L1 L2 RIL1 | RIL1 | RILI | RILl | RIL2 | RIL2 | RIL2 | R1L2 | R2L1 | R2L1 | R2L1 | R2L1 | R2L2 | R2L2 | R2L2 | R2L2
de un(lla, 0.1% | 03% |05% |08% |[01% |03% |05% |08% |0.1% |03% |05% |08% |0.1% | 03% |05% | 0.8%
cm
843,96 S - - - S S M - M - M S S M M M M
918,11 S - P - FP - - - - P - - - - - - - -
1033,84 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 - - 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 - - - - - - - -
P —puternic  FP — foarte puternic = M —mediu S —slab
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Anexa VI:

Cantitatile maxime de biomasa umedai si pigmenti carotenoizi obtinute in urma proceselor fermentative prezentate in

Capitolul VII
Cantitatea de biomasa obtinuta Concentratia de pigment biosintetizata
Experiment - - — ~ - -
Timp, h Biomasa umeda, g/L Timp, h Concentratie
pigment
carotenoid, ug/g
biomasa uscata
RIM 96 25,093 96 2,145
R2M 96 20,725 96 2,383
RIL10.1% 72 16,168 96 0,5118
RIL10.3% 96 17,654 96 1,6514
RIL10.5% 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

Semnificatia notatiilor utilizate in fermentatiile prezentate in Capitolul VIII

R1ASS5Cu0 — Tuplina R1 culivatd in mediu cu extract din 5 g/L Asclepias syriaca in absenta ionilor de cupru;

R1AS5Cul0 — Tuplina R1 culivatd in mediu cu extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care s-au adaugat 10 mg/L ioni de

cupru;
R1AS5Cu25 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1AS5Cu50 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1AS5Cul00 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2AS5Cu0 - Fermentatia tuplinii R2 condusa in extract din 5 g/L Asclepias syriaca in absenta ionilor de cupru;
R2AS5Cul0 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2AS5Cu25 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2AS5Cu50 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2AS5Cul00 - Fermentatia tulpinii R2 1n mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R1AS10Cu0 — Fermentatia tuplinii R1 condusa in extract din 10 g/L Asclepias syriaca 1n absenta ionilor de cupru;
R1AS10Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R1AS10Cu25 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1AS10Cu50 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1AS10Cul00 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2AS10Cu0 - Fermentatia tuplinii R2 condusa in extract din 10 g/L Asclepias syriaca in absenta ionilor de cupru;
R2AS10Cul0 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2AS10Cu25 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

S-au
S-au

S-au

S-au
S-au
S-au

S-au

S-au
S-au
S-au

S-au

S-au

S-au
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R2AS10Cu50 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2AS10Cul00 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R1AS15Cu0 - Fermentatia tuplinii R1 condusa in extract din 15 g/L Asclepias syriaca in absenta ionilor de cupru;
R1AS15Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R1AS15Cu25 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1AS15Cu50 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1AS15Cul00 - Fermentatia tulpinii R1 in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2AS15Cu0 - Fermentatia tuplinii R2 condusa in extract din 5 g/L Asclepias syriaca in absenta ionilor de cupru;
R2AS15Cul0 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2AS15Cu25 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2AS15Cu50 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2AS15Cul00 - Fermentatia tulpinii R2 in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L Asclepias syriaca in care s-au
adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

RIMSCu0 — Fermentatia tulpinii R1 condusd in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

RIM5Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

RIMS5Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

RIMS5Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de culturad ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1IMS5Cul00 — Fermentatia tulpinii R1 condusd in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2M5Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

R2M5Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2M5Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2MS5Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2M5Cu100 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturad ce contine extract din 5 g/L coaja de Picea abies in care
s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

RIM10Cu0 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

RI1IM10Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturad ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

RIM10Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusd in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

RIM10Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1IM10Cul00 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2M10Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

R2M10Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusd in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2M10Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2M10Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 10 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2M10Cul00 — Fermentatia tulpinii R2 condusd in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L coajd de Picea abies in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

RIM15Cu0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

RIM15Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 conduséd in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;
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RIM15Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

RIM15Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 conduséd in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

RIM15Cul00 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de culturad ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2M15Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
absenta ionilor de cupru;

R2M15Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusé in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2M15Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 conduséd in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2M15Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 conduséd in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2M15Cul00 — Fermentatia tulpinii R2 condusé in mediul de culturad ce contine extract din 15 g/L coaja de Picea abies in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R1S5Cu0 — Fermentatia tulpinii R1 conduséd in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R1S5Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R1S5Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1S5Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1S5Cu100 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2S5Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R2S5Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2S5Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2S5Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2S5Cu100 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 5 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R1S10Cu0 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R1S10Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R1S10Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1S10Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1S10Cul00 — Fermentatia tulpinii R1 condusé in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera
in care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R2S10Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa 1n mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R2S10Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2S10Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2S10Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2S10Cul00 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 10 g/L seminte de Vitis vinifera
in care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

R1S15Cu0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de culturd ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R1S15Cul0 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R1S15Cu25 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R1S15Cu50 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R1S15Cul00 — Fermentatia tulpinii R1 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera
in care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;
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R2S15Cu0 — Fermentatia tulpinii R2 condusd in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
absenta ionilor de cupru;

R2S15Cul0 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 10 mg/L ioni de cupru;

R2S15Cu25 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 25 mg/L ioni de cupru;

R2S15Cu50 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera in
care s-au adaugat 50 mg/L ioni de cupru;

R2S15Cul00 — Fermentatia tulpinii R2 condusa in mediul de cultura ce contine extract din 15 g/L seminte de Vitis vinifera
in care s-au adaugat 100 mg/L ioni de cupru;

Anexa VIII:
Conditiile pentru obtinerea cantititilor maxime a biomasei umede, biosintezei pigmentilor carotenoizi si absorbtiei
ionilor de cupru pentru procesele fermentative prezentate in Capitolul VIII

Conditii optime pentru Conditii optime pentru Conditii optime pentru biosinteza

obtinerea de biomasa absorbtia de Cu?* de pigment carotenoid

umeda
Experiment Timp, h | Biomasa Timp, h Concentratie Cu®", | Timp, h Concentratie pigment

umeda, g/L mg/L carotenoid, pg/g
biomasd uscata

R1AS5Cu0 96 6,692 - - 96 0,138
R1AS5Cul0 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
R1AS5Cul00 96 9,242 96 71,985 96 0,192
R1AS10Cu0 72 7,465 - - 96 0,391
R1AS10Cul0 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
R1AS10Cul00 96 10,172 96 84,125 96 0,021
R1ASI5Cu0 96 19,612 - - 96 0,329
R1AS15Cul0 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
R1AS15Cul00 96 15,015 96 85,997 96 0,756
R2AS5Cu0 96 10,108 - - 96 0,635
R2AS5Cul0 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
R2AS5Cul00 96 8,047 96 83,442 96 1,893
R2AS10Cu0 96 5,779 - - 96 0,652
R2AS10Cul0 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
R2AS15Cul0 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
R2AS15Cul00 72 13,44 96 86,081 96 1,331
RIM5Cu0 48 6,157 - - 96 0,381
RIM5Cul0 48 7,968 96 7,351 96 0,425
RIM5Cu25 24 7,358 96 20,128 96 0,912
RIMS5Cu50 96 5,553 96 40,163 96 0,712
RIMS5Cul00 48 1,651 96 80,105 96 0,815
RIM10Cu0 96 7,17 - - 96 1,621
RIMI10Cul0 96 7,257 96 7,686 96 1,951
RIM10Cu25 96 8,447 96 18,839 96 2,414
RIMI10Cu50 96 7,111 96 38,227 96 3,382
RIM10Cul00 96 8,568 96 65,948 96 1,931
R1IM15Cu0 96 9,639 - - 96 6,612
RIMI15Cul0 96 8,465 96 5,812 96 3,415
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RIM15Cu25 72 6,644 96 21,545 96 2,465
RIM15Cu50 96 8,265 96 38,389 96 2,246
RIM15Cul00 72 7,213 96 76,404 96 1,766
R2M5Cu0 72 5,989 - - 96 2,815
R2M5Cul0 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
R2M5Cul100 72 2,891 96 81,449 96 2,981
R2M10Cu0 96 3,556 - - 96 0,152
R2M10Cul0 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
R2M10Cul00 72 1,665 96 81,89 96 0,721
R2M15Cu0 24 7,112 - - 96 1,021
R2M15Cul0 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
R2M15Cul00 96 6,108 96 70,863 96 1,952
R1S5Cu0 24 6,503 - - 96 0,632
R1S5Cul0 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
R1S5Cul00 24 1,924 96 81,538 96 0,803
R1S10Cu0 72 7,797 - - 96 1,0193
R1S10Cul0 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
R1S10Cul00 24 5,804 96 84,739 96 0,352
R1S15Cu0 96 8,078 - - 96 1,013
R1S15Cul0 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
R1S15Cul00 72 6,583 96 82,583 96 1,483
R2S5Cu0 72 6,474 - - 96 0,835
R2S5Cul0 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
R2S5Cul00 96 5,395 96 65,783 96 1,121
R2S10Cu0 96 5,297 - - 96 1,132
R2S10Cul0 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
R2S10Cul00 96 9,882 96 84,229 96 3,621
R2S15Cu0 48 6,742 - - 96 5,584
R2S515Cul0 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
R2S15Cul00 72 8,853 96 85,269 96 0,69
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