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INTRODUCERE

Biosurfactantii sunt deosebit de importanti in contextul eforturilor globale indreptate catre
sustenabilitate prin faptul cd, din punct de vedere ecologic, sunt non-toxici, biodegradabili si
prezinta o eficientd mai mare intr-o varietate de conditii extreme, cum ar fi temperatura, pH-ul,
salinitatea, si prezinta acceptabilitate pentru mediu in comparatie cu agentii tensioactivi chimici.
Cu toate acestea, cresterea volumului productiei sustenabile de biosurfactanti necesitd un proces
economic integrat care include reducerea deseurilor, reutilizarea si reciclarea. Economia circulara
ar putea fi o optiune viabila, deoarece ar permite dezvoltarea unei noi economii orientate spre
tehnologie, cu un potential ridicat de ocupare a fortei de munca si un impact redus asupra mediului.
In ciuda potentialului substantial pe care biosurfactantii il au in procesul de tranzitie citre o
economie circulard (de exemplu, utilizarea deseurilor ca materie primd pentru a genera
biosurfactantul, recuperarea petrolului, bioremedierea etc.), implicarea lor Tn acest subiect este in
prezent insuficient cercetata in literatura de specialitate. Proiectul MICROCIRCLE, derulat de
Institutul pentru cercetari in Economie Circulard si Mediu Ernest Lupan (Coordonator) si Institutul
National de Cercetare-Dezvoltare Chimico - Farmaceutica - 1.C.C.F. Bucuresti (Partener) isi
propune sa raspunda acestei provocari, prin aducerea de contributii stiintifice teoretice si practice
la conversia microbiana a unor deseuri alimentare si petroliere in biosurfactanti.

Studiul de fata face parte din etapa 1 (Evaluarea productiei de biosurfactanti pentru tulpini
microbiene din genurile Bacillus si Pseudomonas) si are scopul de a prezenta o sinteza a literaturii
de specialitate privind conversia microbiana a unor surse de carbon in biosurfactanti.

Astfel, in cadrul primului capitol se prezinta notiuni despre procesul de productie a
biosurfactantilor, compusi chimici prezenti intr-o gama variati a produselor de uz zilnic. Tn
capitolul doi se prezintd genurile microbiene Bacillus, care sunt utilizate in numeroase aplicatii
medicale, farmaceutice, agricole si industriale. Al treilea capitol introduce terminologia privind
genurile microbiene Pseudomonas. Acest gen microbian beneficiaza de o varietate de organisme
bacteriene care il compun, ele fiind omniprezente in natura, dezvoltandu-se in nise ecologice foarte
diferite, inclusiv in soluri, apa si aer. Ultimul capitol prezinta un set de concluzii, dar si cateva
directii viitoare privind productia de biosurfactanti din genurile microbiene Bacillus si
Pseudomonas.

Uadl This work was supported by a grant of the Ministry of Research, Innovation and Digitization, CCCDI -
UEFISCDI, project number PN-I1l-P2-2.1-PED-2021-3528, within PNCDI IIl”



CAPITOLUL 1. NOTIUNI FUNDAMENTALE PRIVIND
BIOSURFACTANTII

1.1 EXPLICITAREA CONTEXTULUI

O gama variata a produselor de uz zilnic, cum ar fi alimentele, bauturile, produsele cosmetice,
medicamente si detergenti, au Tn compozitia lor o clasd de compusi chimici numiti agenti
tensioactivi. Calitatea vietii si starea de sandtate a umanitdtii sunt asociate cu disponibilitatea si
utilizarea Tn conditii de siguranta a acestor compusi, ceea ce face ca agentii tensioactivi sa fie
extrem de importanti pentru societate (Karsa & Houston, 2006).

Originea cuvantului surfactant deriveaza din combinatia termenilor "agent activ de suprafata", iar
utilizarea sa este utilizata pentru a desemna compusii organici ale caror molecule prezinta simultan
doua tipuri de segmente: polare, care corespund unei structuri hidrofile (lipofobe sau oleofob), si
nepolare, constand intr-un cap hidrofob (lipofila sau oleofilda). Moleculele cu acest tip de structura
sunt desemnate ca fiind amfifile sau amfifatice. Tn acest sens, portiunea hidrofila permite agentului
tensioactiv sa fie solubil in solventi polari, in timp ce portiunea hidrofoba permite solubilitatea in
solventi nepolari si uleiuri (Farn, 2008).

Dimensiunile si formele segmentelor hidrofile si hidrofobe ale agentilor tensioactivi sunt
responsabile pentru mai multe dintre proprietatile acestora si multi dintre acesti agenti nu prezinta
doar o singura proprietate, ci o combinatie a acestora. Unele dintre aceste proprietdti sunt
reprezentate de reducerea tensiunilor superficiale si interfaciale, a umezelii, a dispersiei si a
agregarii solidelor, actiunea de spumare si dezumidificare, emulsificare si demulsificare,
detergenta si interactiuni sinergice cu alti agenti tensioactivi (Farn, 2008).

Proprietatile prezentate de agentii tensioactivi sunt legate in mod intrinsec de aplicatiile lor, care
sunt destul de diverse si pot fi utilizate in aproape toate sectoarele industriale, cum ar fi constructii
civile, industria alimentard, industria petrolierd, industria pielariei, industria textild, industria
hartiei si a rasinilor. Astfel, acesti agenti pot contribuii la creearea de produse, inclusiv detergenti,
coloranti, produse cosmetice, medicamente, fibre, materiale plastice, vopsele si produse
agrochimice (Tadros, 2013; Farn, 2008).

Productia de agenti tensioactivi sintetici dateaza inca din prima jumatate a secolului al XX- lea,
dar cu toate acestea, ea a prezentat o crestere mai semnificativa abia dupa cel de-al Doilea Razboi
Mondial, odata cu debutul industriei petrochimice, care a inceput sa furnizeze materia prima
necesara pentru obtinerea acestor compusi (Karsa & Houston, 2006). Surfactantii sintetici au atras
atentia nu doar datorita gamei lor largi de aplicatii si participarea remarcabild in societate, ci si
pentru utilizarea derivatilor din petrol ca materie prima si potential ddundtoare pentru mediu din
cauza ecotoxicitatii, bioacumularii si biodegradabilitatii scazute a acestora. Acest scenariu a dus
la politici restrictive de utilizare sau Tn cazuri mai grave la retragerea lor de pe piata (Jiménez-
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Pefalver, 2019). Astfel s-a intamplat cu tensioactivele nonilfenol si nonilfenol etoxilate, a caror
utilizare si comercializare au fost restrictionate in 2003 in Uniunea Europeana din cauza riscului
pe care il prezinta pentru mediului (European Union, 2003).

Literatura de specialitate evidentiaza ideea ca agentii tensioactivi sintetici ar putea efecte potential
daunatoare atunci cand sunt utilizate in formularea medicamentelor (Bujak, Wasilewski & Niziot-
Lukaszewska, 2015). Aceasta situatie a impulsionat ideea cautarii unor noi compusi care pot
inlocui surfactantii sintetici in multiplele aplicatii ale acestora, pastrdnd 1n acelasi timp
caracteristicile de surfactant pentru a proteja natura si sdnatatea umana.

O alternativa favorabild pentru aceste situatii Sunt biosurfactantii. Biosurfactantii sunt molecule
amfifile de origine biologica, deoarece sunt sintetizate de organisme vii (Jahan, 2020).
Biosurfactantii sunt molecule produse in mod natural care demonstreaza proprietati potential utile,
cum ar fi capacitatea de a reduce tensiunile de suprafata intre diferite faze. Pe langa faptul ca au
proprietati similare cu cele chimice artificiale ale acestora omologii chimici, sunt considerati
ecologici, biodegradabili si mai putin toxici, ceea ce 1i face dezirabili (Elshikh, Marchant & Banat,
2016).

Spre deosebire de surfactantii sintetici, biosurfactantii au un impact scazut asupra mediului si pot
fi produsi din materii prime regenerabile. Pe langa faptul ca prezinta o serie de proprietati atractive,
cum ar fi o biodegradabilitate mai mare, o toxicitate scazuta si o stabilitate mai buna pentru a
actiona in conditii extreme de temperatura, pH si salinitate, isi mentin aplicabilitatea Tn mai multe
domenii industriale. Astfel, biosurfactantii au multe beneficii si domenii de aplicabilitate, lucru
care 1i fac sa fie o alternativa promitatoare la cei sintetici. Cu toate acestea, ei se confrunta cu unele
bariere legate de costurile de productie ridicate asociate cu materii prime scumpe, dificultati de
optimizare, randamente scdzute si purificare ineficienta.

Pentru a se obtine un rol mai competitiv pentru biosurfactanti in piata curenta, este necesar sa se
imbundtdteascd conditiile de productie la scara si sa se exploreze noi aplicatii pentru biosurfactanti
sustenabili din punct de vedere ecologic si mai putin daunatori care pot contribui in mod pozitiv
la reducerea dependentei de tensioactivi sintetici (Marchant & Banat, 2012).

1.2 DEFINIREA BIOSURFACTANTILOR

Agentii tensioactivi naturali, verzi sau regenerabili -biosurfactanti- sunt termenii utilizati pentru a
descrie diversitatea agentilor tensioactivi amfifili, molecule amfifile sintetizate de plante, animale,
chiar si de oameni, si microorganisme, care impreund insumeaza aproximativ 2000 de substante
amfifile diferite, de origine biologica, prezentate in literatura de specialitate (Marchant & Banat,
2012).

Cu toate ca producerea lor se realizeaza la nivelul mai multor organisme vii, obtinerea
biosurfactantilor prin microorganisme este facilitata de timpul redus de productie care rezulta
dintr-un ciclu de crestere mai scurt in comparatie cu cel prezent la plante si animale, ceea ce face
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ca agentii tensioactivi microbieni sa fie una dintre principalele alternative pentru posibile explorari
comerciale (Lang, 2002; Marchant & Banat, 2012). Primele rapoarte privind utilizarea
biosurfactantilor sunt prezente inca din 1949 si 1968, Tncepand cu identificarea unei bacterii
biosurfactant care avea activitate antibiotica si hemolitica, iar mai tarziu, prin identificarea unui
biosurfactant bacterian capabil sa actioneze ca un inhibitor puternic al coagularii (Jarvis & Johnson,
1949; Arima, Kakinuma & Tamura, 1968).

Biosurfactantii produsi de microorganisme raman integrati in membrana celulard sau sunt secretati
in mediul de cultura. Ei sunt compusi de mare relevantd fiziologica pentru microorganisme,
indeplinind diverse functii, cum ar fi motilitatea, interactiunea celuld-celula, diferentierea celulara,
aderenta la substrat, protectia impotriva elementelor toxice si forta ionica ridicata, dar prezinta si
un plus prin faptul ca actioneaza ca molecule de stocare a carbonului si a energiei, provenind din
capacitatea naturii de a se adapta si de a evolua in conditii impuse organismelor vii (Arima,
Kakinuma & Tamura, 1968).

1.3 CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A BIOSURSFACTANTILOR

Termenul de agent tensioactiv cuprinde o mare varietate de compusi, atat sintetici, cat si biologici,
fiecare prezentand proprietati tensioactive. Aceste molecule sunt de natura amfifila, avand atat
domenii hidrofile, cat si hidrofobe care le permit sa existe preferential la interfata dintre mediile
polare si nepolare (Soberdn-Chavez & Maier, 2011).

Segmentul hidrofil al biosurfactantilor este compus din esteri, grupari hidroxil, fosfat sau carboxil,
sau carbohidrati, cum ar fi mono, oligo sau polizaharide, peptide sau proteine. Pe de alta parte,
portiunea hidrofoba poate fi alcatuita din substante saturate sau nesaturate, acizi grasi, hidroxi acizi
grasi sau alcooli grasi (Mulligan, Sharma & Mudhoo, 2014).

In timp ce surfactantii sintetici sunt clasificati prin analiza portiunii lor polare, biosurfactantii pot
fi clasificati in functie de greutatea moleculara, compozitia chimica si originea microbiana (Hayes,
Solaiman & Ashby, 2019). in ceea ce priveste greutatea moleculara, biosurfactantii se impart in
surfactanti cu greutate molecularda mica, fiind reducdtori eficienti ai tensiunilor superficiale si
interfaciale, dar si in surfactanti cu greutate moleculara mare, polimeri, care sunt agenti eficienti
de stabilizarea emulsiei.

In ceea ce priveste compozitia chimici, unele dintre clasele existente de biosurfactanti cu greutate
moleculara mica sunt glicolipidele, fosfolipidele, acizii grasi, lipopeptidele, in timp ce surfactantii
cu greutate moleculard mare cuprind surfactanti polimerici si particulari (Hayes, Solaiman &
Ashby, 2019). In ceea ce priveste originea substantelor microbiene, exista o mare diversitate de
microorganisme producatoare distribuite in cele mai variate genuri, care acopera diferite specii de
bacterii, drojdii si ciuperci filamentoase. Astfel de microorganisme sunt responsabile pentru
producerea de biosurfactanti cu o diversitate structurald si functionald remarcabila.
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Glicolipidele reprezinta o asociere intre carbohidrati si substante lungi, lanturi de acizi alifatici sau
acizi alifatici hidroxilati, numite Tn functie de carbohidratii prezenti in structura lor. Acest tip de
biosurfactant are cea mai mare disponibilitate comerciala dintre cei de origine microbiana, cei mai
cunoscuti fiind ramnolipidele, trehalolipidele, soforolipidele si lipidele de mannosio eritritol.

Ramnolipidele sunt compuse din ramnoza (carbohidrat) asociata cu lanturi de B-hidroxilate acizi
grasi. Pe de alta parte, prezentand in structura sa dizaharida trehaloza asociata de o legatura esterica
cu grupe de acizi grasi, se produc trehalolipidele de diferite microorganisme, cele mai studiate
apartinand speciei Rhodococcus erythropolis. Un alt microorganism producator de trehalolipide
raportat in literatura de specialitate este reprezentat de ciuperca Fusarium fujikuroi. Soforolipidele
sunt un tip de glicolipide produse de diverse drojdii din diferite genuri (Starmerella, Candida, si
Pseudohyphozyma), prezentand o structura cu dizaharidul soforoza in legatura glicozidica cu un
lant lung de acid gras, ceea ce face posibild aparitia unui biosurfactant in forma lactonica si acida.

Tot in clasa glicolipidelor se regasesc lipidele glucozice si lipidele de celulozd. Neobisnuite in
naturd, lipidele de glucoza au un numar mic de microorganisme producatoare raportate, printre
care se numara si Serratia rubidaea, al cérei biosurfactant, si anume rubiwettin RG1, este similar
cu ramnolipidele care contin glucoza.

Fosfolipidele si acizii grasi corespund lipidelor inzestrate cu una sau mai multe grupe fosfat si
acizi carboxilici alifatici cu lant lung. Aceste doud structuri actioneazad ca biosurfactanti atunci
cand sunt produse de bacteriile si drojdiile care degradeaza hidrocarburile (Vieira et al., 2021).

Lipopeptidele sunt constituite din peptide ciclice acilate cu acizi grasi a caror lungime si structura
sunt variabile. Acesti biosurfactanti sunt secretati in mediul de cultura de catre diferite
microorganisme, dar in special se remarca Bacillus spp. si Pseudomonas spp. reprezentand speciile
responsabile de producerea celor mai recunoscute lipopeptide, dar cu toate acestea, ciupercile si
drojdiile sunt capabile sa le produca si ele. Lipopeptidele au 0 mare varietate de structuri, dintre
care multe sunt asemanatoare intre ele, iar nomenclatura lor este lipsita de uniformitate. Unele
dintre lipopeptidele produse de speciile Bacillus sunt surfactina, fengicina si iturina. Alte
lipopeptide prezentate in literatura de specialitate si produse de alte microorganisme sunt
polimixinele si serratina (Hayes, Solaiman & Ashby, 2019). Este important de subliniat faptul ca
descoperirea de noi lipopeptide este un fapt recurent. Acest lucru este atribuit diversitatii acestui
tip de biosurfactant si la producerea sa diversificata prin diferite tulpini de organisme. Unele
microorganisme producdtoare de lipopeptide sunt Brevibacillus sp., Alcaligenes aquatilis, Bacillus
tequilensis, si B. subtilis (Vieira et al., 2021).

Luand in considerare biosurfactantii cu greutate moleculard mare, se evidentiaza faptul ca cei
polimerici pot modifica proprietatile reologice ale solutiile apoase, chiar

si la concentratii mici, pentru a fi utilizati ca agenti de ingrosare, dispersanti si stabilizatori ai
emulsiilor, cu efect emulsionant si liposan (Mulligan, Sharma & Mudhoo,
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2014). Un exemplu de microorganism producator de emulsii este bacteria Acinetobacter
calcoaceticus. Biosurfactantii particulari sunt vezicule extracelulare care ajutd la absorbtia
hidrocarburilor de catre celule este un microorganism producator de biosurfactant bine cunoscut.
Odata cu progresul cercetarilor si al studiilor stimulate din necesitatea tot mai mare de a promova
inlocuirea surfactantilor sintetici cu biosurfactanti, care sunt din ce in ce mai eficienti in
dezvoltarea durabila a societatii, se descopera noi structuri producatoare de microorganisme.

Figura 1.1 Modalitati de clasificare a biosurfactantilor

Greutate Compozitia Sursa
moleculara chimica microbiana
e Greutate e Glicolipidele e Bacterii

moleculara e Lipopeptidele e Drojdii

JELE e Fosfolipide si e Ciuperci
* Greutate acizi grasi

moleculara 5 Parfianle

mica : .

e Polimeri

1.4 CARACTERISTICI S| APLICABILITATE

Caracterul amfifilic al agentilor tensioactivi este responsabil pentru fenomene de adsorbtie si
agregare, care influenteaza caracteristicile acestor compusi. Concentratia agentului tensioactiv este
influenteaza direct de procesul de adsorbtie, care are loc atunci cand moleculele sale se acumuleaza
la interfete, fie ca este vorba de solid-lichid, fie de lichid-lichid, sau aer-lichid.

Agentii tensioactivi sintetici i biosurfactantii au in comun caracteristica de a fi compusi ale cdror
molecule au un caracter amfifilic, prezentand astfel functii similare, cum ar fi reducerea suprafetei
si tensiunilor interfaciale folosind aceleasi mecanisme. Cu toate acestea, se remarca diferente
relevante intre aceste doud tipuri de agenti tensioactivi care le afecteaza Th mod semnificativ
proprietitile, originea si materia prima utilizate in sinteza lor. In ceea ce priveste originea, agentii
tensioactivi sintetici sunt produsi prin reactii chimice, in timp ce biosurfactantii sunt obtinuti prin
procese fermentative sau reactii biochimice. In timp ce agentii tensioactivi sintetizati chimic
folosesc in principal derivati petrochimici ca materie prima, biosurfactantii folosesc substante
organice ca materii prime si compusi cu lanturi alifatice de carbon. Exista insa si alte avantaje ale
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biosurfactantilor in comparatie cu surfactantii sintetici, caracteristici care 1i fac atractivi pentru
aplicatii mai durabile, asa cum se arata in figura 2.

Figura 1.2 Caracteristici si aplicatiile avantajoase ale biosurfactantilor.

Concurenta dintre sintetic si biologic s-a intensificat, in special odata cu cresterea preocuparii
societatii fatd de problemele de mediu. Mijloacele de productie a agentilor tensioactivi sintetici
combinate cu materiile prime utilizate si cu caracteristicile nefavorabile in comparatie cu compusii
naturali au dus la o crestere progresiva a interesului pentru biosurfactanti, care pot fi considerati
fiind moleculele multifunctionale ale secolului XXI, fiind responsabile pentru punerea in aplicare
a unei serii de procese industriale mai sustenabile datorita varietatii mari de aplicatii.

Astfel dupa cum s-a evidentiat in cele prezentate mai sus, datoritd caracteristicilor lor unice,
biosurfactantii produsi de microorganisme pot fi folositi in diferite aplicatii, dupa cum se prezinta
in tabelul 1.1.

Tabelul 1.1 Aplicatii potentiale pentru biosurfactantii produsi de microorganisme.

Aplicatii potentiale Biosurfactant Microorganism
Componentd in formularea Nedeterminat Bacillius subtilis
detergentului
Indepirtarea vopselei Lipopeptida Corynebacterium aquaticum
Agent antibacterian Sophorolipid Starmerella bombicola
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Remedierea hidrocarburilor aromatice Glicolipide Pseudomonas aeruginosa
policiclice

Recuperarea imbunatatita a petrolului Lipopeptida Bacillius subtilis
cu ajutorul microbienelor

Compusi cu caracteristici tensioactive au o mare relevanta pentru societate, deoarece acestia sunt
folositi 1n diferite produse si procese intr-0 varietate de sectoare. Din cauza efectelor nocive legate
de utilizarea agentilor tensioactivi sintetici, agentii tensioactivi produsi de microorganisme au
aparut ca optiuni pentru omologii lor sintetici datorita caracteristicilor lor favorabile din punct de
vedere ecologic.

Tn ciuda interesului tot mai mare, biosurfactantii nu i-au depasit inca pe cei sintetici din punct de
vedere comercial si, din pdcate, sunt inca departe de a atinge acest obiectiv. Este necesar sa se
extinda diseminarea cunostintelor pentru a oferi o intelegere mai buna, nu doar asupra a ceea ce
sunt biosurfactantii, ci si la mecanismele lor de actiune, caracteristicile, parametrii fermentativi,
aplicatiile si perspectivele de piata, permitand astfel ca acesti compusi sd devina unul dintre
vestitorii unei societati bazate pe dezvoltarea durabila a activitatilor sale (Vieira et al., 2021).

1.5 DOVEZI EMPIRICE ANTERIOARE PRIVIND CONVERSIA MICROBIANA A SURSELOR DE

CARBON TN BIOSURFACTANTI

Studii anterioare au demonstrat ca biosurfactantii sunt sintetizati de catre izolatele din mediile
bogate in surse de carbon (cum ar fi solul poluat cu hidrocarburi) sau produse cu ajutorul unor
substante agricole dovedite fiind bogate in surse de carbon (Sachdev & Cameotra, 2013). Microbii
producatori includ Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Candida bombicola, Candida Antarctica (Patel & Desai, 1997).

In multe cazuri, speciile de Bacillus si Pseudomonas s-au dovedit a fi potrivite pentru sintetizarea
ramnolipidelor (Abouseoud et al., 2008). Sursele de carbon si de azot, precum si raporturile dintre
carbon si azot sunt parametri influenti in productia de ramnolipide. Sursa de carbon este un
parametru major in productia de biosurfactanti, care pot fi impartiti in urmatoarele categorii:
carbohidrati, hidrocarburi, uleiuri vegetale si compusi hidroxilici, de obicei polioli.

Productia de biosurfactanti de cétre tulpina P. fluorescens utilizdnd substraturi precum n-
hexadecan, uleiul de masline si glucoza, este este fundamentata intr-un studio de specialitate
(Abouseoud et al., 2008). Cel mai bun ramnolipid emulsifiant a fost format folosind uleiul de
madsline ca sursd de carbon, fiind o substantd insolubila in apa. Mai mult, cresterea a sustinut
productia de ramnolipide, care a fost obtinuta doar cu nitrat de sodiu si nitrat de amoniu, ca surse
de azot. Cu toate acestea, randamentul si indicele de emulsionare a fost limitat cu glucoza si
hexadecan ca surse de carbon din cauza inhibitiei datorate scaderii pH-ului. Aceasta a fost o
conditie probabil cauzata de productia de metaboliti acizi secundari, cum ar fi acidul uronic.
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Dimpotriva, glucoza prezintd un randament ridicat de biosurfactant, in timp ce uleiul de masline
prezintd cel mai mic randament. Mai mult decét atat au fost utilizate urmatoarele ca surse de
carbon: glucoza, ulei de arahide, motorind, zaharoza si ulei de masline, iar P. aeruginosa ca tulpina
producitoare. In mod similar, Ramnolipidul biosurfactant a fost produs de P. fluorescens folosind
glucoza, fructoza, manitol, glicerol, ulei de masline si suc de caju ca surse de carbon. A fost
raportat ca in cazul sucului de caju s-a realizat cea mai buna emulsionare, crestere a biomasei,
precum si reducerea tensiunii de suprafata. Intre timp, existd 0 diversitate in ceea ce priveste
ramnolipidele produse de speciile de Pseudomonas, deoarece a existat o gama de congeneri
(Abdel-Mawgoud et al., 2010). Calea de producere a ramnolipidului indica faptul ca P. acruginosa
poate utiliza surse de carbon pe baza de glucoza si ulei pentru sinteza ramnolipidului. Cu toate
acestea, utilizarea glicerolului ca sursa de carbon ar putea avea o initiere diferita a caii metabolice
(Soberén-Chavez & Maier, 2011).

Mai mult, prezenta atasamentelor hidrofile monorhamnosyl sau dirhamnosyl si a acizilor grasi de
diferite lungimi de lant identifica fractiunea hidrofoba a ramnolipidelor: compozitia depinde de
tulpina bacteriana utilizata. Guo si colaboratorii au studiat folosind ulei de porumb ca sursa unica
de carbon cu doua tulpini mutante de P. aeruginosa (Guo et al., 2009). S-a stabilit ca ramnolipidul
predominant produs a fost un mono-ramnolipid cu un continut ridicat de unul sau de doua fractiuni
de acizi grasi. Potrivit lui Saikia si colaboratorii, este posibila sintetizarea ramnolipidului de catre
P. aeruginosa, dar nu au stabilit date cu privire la natura atasarii ramnozei: fie ca mono- sau
dirhamnosil (Saikia et al., 2012). Potrivit lui Mehdi et al., un studiu foarte aseméanator cu cel al lui
Saikia et al., a utilizat glicerolul ca unica sursa de carbon, dar a studiat influenta diferitelor surse
de azot si fosfor (Mehdi et al., 2011). Acesta a stabilit ca P. aeruginosa cultivata pe glicerol ca
sursa de carbon produce o fractiune dirhamnosyl din ramnolipidul produs.

Un studiu realizat al carbonului si azotului a aratat ca floarea-soarelui este o sursa de carbon
adecvata pentru productia optima de biosurfactanti de catre P. aeruginosa. S-a stabilit o asemanare
structurala cu studiul lui Chandankere si colaboratorii sai (Chandankere et al., 2013). Acesta a
obtinut un amestec de trei congener ramnolipide formate din fractiuni de agregate mono-rhamno-
mono-lipidice, mono-rhamnodi-lipidice si di-rhamno-di-lipidice, datorita amestecului de surse de
carbon din mediu. Prin urmare, este bine cunoscut faptul ca anumite utilitati sau parametri de
fermentare influenteaza produsul dorit, randamentul produsului sau comportamentul microbului
producitor. Printre aceste utilitdti sau parametri se numara sursa de carbon, sursa de azot, raportul
carbon - azot, rata de aerare, temperatura si pH-ul mediului. S-a constatat, de asemenea, ca izolatele
de acelasi specii cultivate pe diferite surse de carbon tind sa se comporte diferit si astfel, producand
diferiti biosurfactanti (Ehinmitola, Aransiola & Adeagbo, 2018).
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CAPITOLUL 2: PRODUCTIA DE BIOSURFACTANTI PE
BAZA TULPINII MICROBIENE BACILLUS

2.1 SPECIILE BACILLUS SI ROLUL LOR TN MEDIU

Speciile de Bacillus sunt utilizate In numeroase aplicatii medicale, farmaceutice, agricole si
industriale, care profita de gama variata a acestora de caracteristici fiziologice si de capacitatea
de a produce o serie de enzime, antibiotice si alti metaboliti. Bacitracina si polimixina sunt doua
antibiotice bine cunoscute, obtinute din specii de Bacillus. Mai multe specii sunt utilizate ca
standarde 1n testele medicale si farmaceutice.

Anumite specii de Bacillus sunt importante in cadrul proceselor naturale sau artificiale de
degradare a produselor reziduale. Unii Bacillus patogeni de insecte sunt utilizati ca ingrediente
active ale insecticidelor. Deoarece sporii multor specii de Bacillus sunt rezistenti la caldura, radiatii,
dezinfectanti si desecare, acestia sunt dificil de eliminat din instalatiile medicale si farmaceutice si
sunt o cauza frecventd de contaminare. Speciile de Bacillus sunt bine cunoscute in industria
alimentara ca organisme de alterare (Turnbull, Kramer & Melling, 1996).

Rolul pe care 1l are in mediul natural este evident si exemplificat in literatura de specialitate, acela
de a conserva si de a Tnmultii informatia genetica continutd in bacterie. Pe baza practicii bine-
cunoscute de inducere a sporulatiei in laborator prin limitarea nutrientilor, este in general acceptata
ca formarea sporilor de bacillus a evoluat ca mecanism de evadare atat spatiala, cat si temporala
din conditiile locale nefavorabile unei cresteri rapide (Nicholson et al., 2000).

Sporii pot fi gasiti in esantioane de mediu obtinute din aproape toate partile, atat din suprafata cat
si din subsolul Pamantului.

Specia de Bacillus se remarca prin faptul ca este responsabild de producerea celor mai recunoscute
lipopeptide. Lipopeptidele au o mare varietate de structuri, dintre care multe sunt asemanatoare
intre ele, iar nomenclatura lor este lipsitd de uniformitate. Unele dintre lipopeptidele produse de
speciile Bacillus sunt surfactina, fengicina si iturina.

O paleta variata de studii au investigat utilizarea produselor de biocontrol pentru a depasi
problemele de rezistentd si de poluare. Printre aceste produse de biocontrol promitatoare,
lipopeptidele Bacillus reprezinta o alternativa foarte buna la pesticidele chimice. Bacillus subtilis
este 0 bacterie Gram-pozitiva din sol. Manipularea genomului sidu sau strategiile specifice de
hranire permit sa se actioneze asupra reglarii si orientarii metabolismului sau spre producerea de
molecule de interes. Bacillus subtilis poate produce lipopeptide printr-un mecanism non-ribosomal,
care are proprietati biologice interesante.

Exista o mare diversitate a acestor molecule, care prezintda mai mult de 100 de structuri diferite.
Ele sunt clasificate in trei familii distincte in functie de partea lor de aminoacizi: Fengicine
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(fengicine si plipastatine), Iturine (micosubtiline, iturine si bacillomicine) si Surfactine (surfactine,
pumilacidine, lichenizine). Surfactinele sunt lipopeptide ciclice compuse din 7 reziduuri de
aminoacizi si un reziduu de acid gras B-hidroxi care difera intre ele prin partile lor peptidice si prin
lungimea acizilor grasi. Surfactinele se remarca in principal pentru activitatea lor biosurfactanta.
Cu toate acestea, ele sunt cunoscute mai ales pentru efectul sinergic atunci cand sunt combinate
cu fengicina sau micosubtilina. Fengicinele sunt compuse din 10 aminoacizi (peptida partial
ciclicd) si dintr-un lant lipidic p-hidroxilat. in functie de diversitatea partii peptidice, au fost
identificate diferite subgrupuri: fengycin A si B, plipastatin A si B si agrastatin A si B. Aceste
molecule au activitati antifungice si sunt capabile sa inhibe cresterea unui numar mare de agenti
patogeni ai plantelor, n special a ciupercilor filamentoase (Leconte et al., 2022).

2.2 ECOLOGIA SPORILOR DE BACILLUS IN SOL Sl ROCI

In laborator, sporii de Bacillus sunt de obicei preparati prin cultivarea bacteriei la 37°C intr-un
nutrient lichid, mediu de sporulatie pe baza de bulion nutritiv la o ratd de crestere ridicata si la 0
densitate celulara ridicata pana cand un nutrient esential, cum ar fi sursa de carbon, este epuizat
din mediu (Nicholson, 1990). Desi se cunosc foarte putine lucruri despre cresterea sau sporularea
Bacillus spp. in habitatele lor naturale, nu este dificil de imaginat ca procesul difera in mod
semnificativ de modul in care sunt preparati sporii in laborator. Cresterea bacteriilor sporulante n
mediile lor naturale , prezinta urmatoarele caracteristici:

e este mult mai lentd;

e se creeaza sub forma de microcolonii pe/si Tn interiorul unui substrat solid (de exemplu,
agregate mari de particule de sol (Nicholson & Law, 1999);

e este supusd la variatii mari de temperatura, umiditate, nutrienti si disponibilitatea
oxigenului;

e se produce probabil in cadrul unor consortii sau in competitie directa cu alte micro si

macroorganisme;

Desi este in general acceptat faptul c@ rezervorul primar al microbilor sporulatori si al sporilor
acestora este solul, nu se cunosc foarte multe despre fiziologia si dinamica populatiei de germinare,
crestere si sporulare la nivelul solului.

Studiile ulterioare din anii 1930 pana in anii 1960, au examinat mai indeaproape distributia
microflorei solului Tn diferite orizonturi de sol, evidentiind o imagine mult mai dinamica a formarii
sporilor Bacillus spp. in soluri, inclusiv variatii sezoniere in ceea ce priveste numarul, distributia
si predominanta diferitelor Bacillus spp. (Siala, Hill & Gray, 1974). Utilizand anticorpi
fluorescenti directionati fie Tmpotriva celulelor vegetative, fie Tmpotriva sporilor de Bacillus
subtilis, Siala Hillsi Gray au efectuat o examinare amanuntita a distributiei celulelor vegetative si
a sporilor 1n cei 20 cm superiori ai unui sol de padure de pin si au constatat ca:
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e celulele si sporii au fost asociate Tn principal cu particule in descompunere, chiar daca 85%
din totalul particulelor de sol erau de origine minerala (nisip de cuart);

e majoritatea celulelor vegetative au fost gasite in celulele organice din apropierea suprafetei
(Al), orizont acid asociat cu particule de pin in descompunere, frunze si tulpini de pin;

e majoritatea sporilor au fost gasiti Tn orizontul alcalin in mare parte mineral (C) situat

imediat sub orizontul A1, siau fost asociate cu particule de radacini de pin in descompunere

(Siala, Hill & Gray, 1974).

Siala si Gray au efectuat experimente pentru a monitoriza soarta celulelor Bacillus subtilis in medii
de laborator si aplicate pe sticla lamele care au fost apoi puse in contact cu solul. Ei au aratat ca
germinarea sporilor si cresterea celulelor vegetative de Bacillus subtilis Th sol au prezentat
proprietdti complet diferite atunci cand experimentele au fost efectuate in sol sterilizat fata de solul
care continea microflora sa normala. Cresterea si germinarea celulelor sau a sporilor de Bacillus
subtilis inoculate in orizontul A1 al solului au fost inhibate de contactul cu riadacinile de pin. In
contrast puternic, germinarea sporilor si cresterea celulelor vegetative au fost asociate in mod
specific cu cresterea si dezvoltarea hifelor fungice din orizontul sol. Intr-adevir, celulele

vegetative au fost observate crescand in apropierea directa a miceliilor fungice (Siala & Gray,
1974).

Mai recent, au aparut numeroase rapoarte care documenteaza aparitia Bacillus spp. ca membri ai
rizoplanei si rizosfera a diferitelor plante salbatice si cultivate. Aceste studii au Tnceput sa
contureze inceputurile unui portret mai complex si mai detaliat al vietii Bacillus spp. sporulante in
sol si au condus la utilizarea sporilor de Bacillus ca agenti de biocontrol si probiotici (Nicholson,
2002).

Literatura de specialitate recenta indica faptul ca o mare varietate de viatd microbiana (numita
microbi endolitici) locuieste in rocile care se intind de la regolitul de suprafata (stratul de roca
spartd si sol care acopera stratul consolidat de rocd de bazd, consolidatd pe majoritatea maselor
terestre ale Pamantului) pana in adancurile rocilor subterane (Fredrickson & Onstott, 1996). Mai
multi Bacillus spp. au fost izolate in interiorul unor locatii precum lacurile de roca de mangan din
Sonoran, Mohave si Negev, in roci desertice din desertul Mohanvean si Negev, in foraje subterane
profunde si in formatiuni de granit aproape de suprafata (Hungate et al., 1987).

2.3 EXPLOATAREA SPORILOR DE CATRE OM

2.3.1 Sporii ca biodosimetre

Datoritd proprietatilor lor de rezistentd extrema, bacteriile au fost utilizate de mult timp ca
biodosimetre pentru verificarea diferitelor regimuri de dezinfectie si sterilizare. Un exemplu
obisnuit este utilizarea Bacillus stearothermophilus pentru a testa eficienta autoclavelor. Subiectele
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utilizarii sporilor de Bacillus subtilis ca biodosimetre pentru monitorizarea performantei
dezinfectiei cu ultraviolete (UV) reactoarelor pentru sistemele de purificare a apei potabile si a
expunerii la radiatia UV solara au fost analizate recent (Hoyer, 1998; Berces et al., 1999).

2.3.2 Sporii ca agenti de control biologic

Utilizarea sporilor diferitelor Bacillus spp. ca pesticide naturale nu este noua, iar "biopesticidele"
au fost de mult timp folosite ca pesticide naturale, prezentate ca alternative sigure si ecologice la
pesticidele traditionale. Cu toate acestea, biopesticidele naturale exercitd, de asemenea, un impact
asupra mediului care, a fost apreciat doar dupa ce utilizarea lor a devenit institutionalizata. De
exemplu, se stie ca Bacillus popilliae este utilizat de cateva decenii ca agent de control la infestarile
de gandaci japonezi, dar productia de spori la scara larga este impiedicata de incapacitatea bacteriei
de a sporula in afara larvelor gazda (Stahly & Klein, 1992). In plus, distributia pe scara largi a
Bacillus popilliae in mediul inconjurator prin oameni a fost recent pusa sub semnul intrebarii, din
cauza faptului ca bacteria codifica o rezistentd naturala la vancomicina, un antibiotic important de
"ultima linie de aparare", pentru uz uman. Pentru combaterea larvelor de lepidoptere (omizi), sporii
de Bacillus thuringiensis (Bt) au reprezentat un succes comercial rasunator: Bt reprezintd mai mult
de 90 % din toate produsele comercializate, bioinsecticide comercializate, cu o piatd mondiald de
peste 100 de dolari. In ciuda faptului ci Bt are in general performante mai bune dect pesticidele
chimice traditionale in ceea ce priveste selectivitatea tintei, persista ingrijorarile cu privire la faptul
ca insecticidele Bt ucid. Astfel de preocupari au devenit deosebit de acute in coincidenta cu
introducerea si exprimarea toxinei cristaline Bt direct in plantele de culturd. In mod similar,
preparatele de spori de Bacillus sphaericus sunt utilizate pe scara larga pentru combaterea speciilor
de diptere, in special a larvelor de tantari, iar studiile efectuate pana in prezent tind sa indice putine
efecte nocive notabile asupra organismelor nevizate (Nicholson, 2002).

Succesele recente ale lui Bacillus cereus si Bacillus subtilis ca fungicide naturale si bacterii care
favorizeaza cresterea plantelor atunci cand sunt inoculate direct in soluri ca pretratament al
semintelor a dat nastere unei noi generatii de studii privind stabilirea si supravietuirea populatiilor
de bacterii care formeaza spori in soluri.

Un succes suplimentar in ceea ce priveste sporirea stabilirii si supravietuirii populatiilor de
inoculanti bacterieni in sol a fost obtinut prin incapsularea microbilor intr-o varietate de materiale
polimerice, care pot oferi 0 sursd atat de nutritie pentru inoculantul cat si de protectie a
inoculantului impotriva factorilor daunatori din sol (van Veen, van Overbeek, & van Elsas, 1997).
Existd o crestere sinergica a eficacitatii bioinsecticidelor care contin atat sporii, cat si endotoxina
de B. thuringiensis. Cu toate acestea, atunci cand se utilizeaza in comert, preparatele comerciale
care contin amestecuri de B. thuringiensis si incluziuni cristaline sunt utilizate pentru combaterea
insectelor, componenta de spori dispare rapid din camp, fapt care se poate atribui, cel putin in parte,

.....

concentrat pe incapsularea agentului de biocontrol sau pe izolarea tulpinilor rezistente la UV prin
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iradierea cu UV a sporilor in laborator sau prin expunerea sporilor la lumina soarelui (Jones et al.,
1991).

2.4 EVOLUTII'IN UTILIZAREA SPECIILOR DE BACILLUS PENTRU PRODUCTIA INDUSTRIALA

Speciile de Bacillus sunt microorganisme de interes industriae majore, avand un rol important in
microbiologia aplicata, care dateaza de mai bine de o mie de ani, de la producerea de natto prin
fermentarea in stare solida a boabelor de soia folosind Bacillus subtilis. Dezvoltarea tulpinilor si a
strategiilor de productie a fost recent influentata de aplicarea tehnicilor de biologie moleculara.

Speciile de Bacillus sunt organisme industriale atractive din mai multe motive, printre care viteze
de crestere ridicate care conduc la timpi scurti ai ciclurilor de fermentare, capacitatea lor de a
secreta proteine in mediul extracelular, precum si statutul pentru specii precum Bacillus subtilis si
Bacillus licheniformis. In plus, in prezent se cunosc multe despre biochimie, fiziologie si genetica
a Bacillus subtilis si a altor specii, ceea ce faciliteazd dezvoltarea ulterioara si o mai mare
exploatare a acestor organisme n procesele industriale. Studiul complet genomului pentru Bacillus
subtilis 168 a fost publicat recent, iar genomurile pentru o serie de alte specii se afla intr-un stadiu
avansat de dezvoltare. Aplicatiile recente ale analizei filogenetice, ale ADN-ADN hibridizare si a
altor tehnici moleculare la clasificarea bacteriilor conduc la reclasificarea unei serii de specii de
Bacillus si la crearea de noi genuri. De exemplu, fostele Bacillus stearothermophilus si Bacillus

brevis au fost reclasificate ca Geobacillus stearothermophilus si, respectiv, Brevibacillus brevis
(Schallmey, Singh & Ward, 2004).

2.4.1 PRODUCTIA INDUSTRIALA DE ENZIME

Piata mondiala a enzimelor industriale este estimatd la 1,6 miliarde de dolari, impartita intre
enzimele alimentare (29%), enzimele pentru hrana animalelor (15%) si enzimele tehnice generale
(56%) (Outtrup si Jorgensen, 2002). Principalele aplicatii sunt rezumate in tabelul 2.2 Cele mai
multe enzime detergente in prezent utilizate pe piatd sunt enzimele Bacillus spp. cu serind. Se
estimeaza ca enzimele Bacillus spp. reprezintd aproximativ 50% din piata totala a enzimelor.
Exista trei furnizori dominanti de enzime, Novo Nordisk, Genencor International si DSN N.V.,
care au raportat cote de piata de 41%-44%, 21% si, respectiv, 8%, cu producatori mai mici din
America de Nord, Europa, Japonia si China, care reprezinta restul de 27%-30%. Speciile alcalofile
produc enzime cu o toleranta alcalind mai mare, utilizate in formulari de detergenti de mare putere.
Enzimele neutre din Bacillus spp. sunt enzime de zinc metaloproteinaze, cu pH optimi in jurul
valorii de 7, care sunt utilizate Tn modificarea proteinelor din lapte, controlul azotului, extractia
maceratului, modificarea compozitiei de soia pentru utilizare ca arome si in hrana animalelor
(Schallmey, Singh & Ward, 2004).

Amilazele Bacillus spp. au aplicatii intr-0 serie de procese industriale, cum ar fi cele alimentare,
de fermentare, textile, si industria hartiei. a-Amilaza din Bacillus spp. scindeaza legaturile a-1,4
interne Tn mod endo. Capacitatea extraordinara a a-amilazei din B. licheniformis de a functiona la
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95 °C si de a rezista la temperaturi de 105- 110 °C pentru perioade scurte de timp face din aceasta
o enzima industriald unica pentru lichefierea amidonului, in special a amidonului de porumb, care
se gelatinizeaza numai la 100 °C. B-amilazele din speciile de Bacillus actioneaza pentru a indeparta
unitatile de maltoza in mod exo din amidon, dar nu pot ocoli legaturile a-1,6-glicozidice.

Tabelul 2.2 Aplicatii industriale a enzimei de Bacullus spp.

Industria (%) Principalele enzime Bacillus spp. Alte enzime
de Bacillus spp.
Detergenti (37) Enzime alcaline B. clausii, Lipaze si cellule
B. amyloliguefaciens, fungice
B. halodurans
Amilaza alcalina B. licheniformis
B. halmapalus
Amidon (13) a-Amilaza B. licheniformis Glucoamilaza
fungica;
Pullulanase G. stearothermophilus Glucoza
izomeraza
din Streptomyces
Textile (6) Amilaza B. halodurans Celule fungice
Produse lactate (14) Nici unul Cheaguri de vitel si (sau) de
ciuperci
Coacere (9) Amilaza B. licheniformis
Bauturi (6) Amilaza B. licheniformis Majoritatea
G. stearothermophilus enzimelor
B. amyloliquefaciens fungice

Bacilii produc o serie de produse cu aplicatii industriale. Cateva dintre produsele cu aplicatii

industriale sunt prezentate n tabelul 2.3.

Tabelul 2.3 Produse provenite de la Bacillus spp

Produse Aplicatii Specii de Bacillus
Endotoxine Biopesticide, insecticide B. thuringiensis
e B. sphaericus
e B. popilliae
e B. lentimorbus
Nucleotide purinice Imbunatititori de gust, | B. subtilis
medicamente
Riboflavina Ingredient  pentru  vitamine | B. subtilis
privind alimente sdnatoase
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Acid poli-y-glutamic Folosit ca agent de ingrosare, | B. subtilis
suport pentru medicamente,
biopolimer, aditiv pentru hrana
animalelor

D-Ribose Imbunatititor de aroma in | B. subtilis
alimente, alimente sdnatoase, B. pumilus
produse farmaceutice, produse
cosmetice

Thaumatin Proteind cu gust dulce pentru | B. subtilis
aplicatii
in industria alimentard si
farmaceutica

Polihidroxibutirat Materiale plastice | B. megaterium
biodegradabile

Streptavidina Proteind de legare a biotinei, | B. subtilis
aplicatii In
biocipuri de inalta densitate

Uadl This work was supported by a grant of the Ministry of Research, Innovation and Digitization, CCCDI -
UEFISCDI, project number PN-I1l-P2-2.1-PED-2021-3528, within PNCDI IIl”



cAPITOLUL 3: PRODUCTIA DE BIOSURFACTANTI PE BAZA TULPINII
MICROBIENE PSEUDOMONAS

2.1 DESCRIEREA GENULUI PSEUDOMONAS

Organismele bacteriene care compun genul Pseudomonas sunt omniprezente in naturd si se
dezvolta in nise ecologice foarte diferite, inclusiv in soluri, apa, sedimente, aer si medii umane
(Mulet et al., 2010). Membrii Pseudomonas beneficiaza de o mare versatilitate metabolica si un
potential de adaptare foarte mare la conditii de mediu dificile. Genul include linii de specii
patogene, cum ar fi Pseudomas aeruginosa, care au evoluat rezistenta la majoritatea claselor de
agenti antimicrobieni de uz clinic, inclusiv optiunile terapeutice de ultima instantd, cum ar fi
carbapenemele. Transferul orizontal al genelor de rezistenta de la alte bacterii care locuiesc in

aceleasi nise ecologice a contribuit cu siguranta la capacitatea P. aeruginosa de a evolua (Yoon si
Jeong, 2021).

Pseudomonas spp. sunt bacili Gram-negativi subtiri, in forma de tija, care nu formeaza spori, cu
un continut de guanind/citozina de 57-68 % molari. Pseudomonas spp. sunt mobile datorita unuia
(de exemplu, P. aeruginosa, P. stutzeri, P. oryzihabitans) sau mai multor flageli polari (de exemplu,
P. fluorescens, P. putida, P. luteola). Pseudomonas spp. inclusiv P. aeruginosa pot fi recuperate
din specimene clinice si de mediu folosind tehnici standard de colectare, transport si depozitare si
pot fi cultivate folosind medii standard Tn bulion sau medii solide, inclusiv toate mediile
neselective (de exemplu, Columbia sau agarul triptic-soia), precum si o serie de medii selective.
In timp ce mediile selective care contin inhibitori precum acetamida, nitrofurantoina sau cetrimida
pot fi utile pentru izolarea Pseudomonas spp., a fost raportata inhibarea unor tulpini de P.
aeruginosa de catre cetrimida si acid nalidixic (Brovedan et al., 2021).

Diferite caracteristici fenotipice si chimiotaxonomice au fost utilizate pe scard larga in clasificarea
Pseudomonas, dar abordédri mult mai fiabile sunt reprezentate de procedurile bazate pe genomica
(Mulet et al., 2010). In acest context, abordarile de analizi a secventei multilocus care utilizeaza
genele de bazd selectate, cum ar fi genele 16S rDNA, gyrB, rpoB si rpoD, au fost utilizate pe scara
larga pentru o definire mai precisa a limitelor "speciilor” intre izolatele de Pseudomonas (Mulet et
al., 2010). Astfel, s-au definit (cel putin) 21 de specii in cadrul asa-numitului grup P. putida G,
cum ar fi: P. putida, P. monteilii, P. fulva, P. mosselii si speciile P. putida G nou atribuite, cum ar
fi P. asiatica si P. juntendi, au fost asociate mai recent cu infectii umane. Desi majoritatea izolatelor
clinice de P. putida G au prezentat in trecut o sensibilitate generala la majoritatea antimicrobienelor
utilizate in clinica, mai recent a fost raportata o rezistentd emergentd la carbapeneme in randul
acestora (Brovedan et al., 2021).
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2.2 TULPINILE DE PSEUDOMONAS PREZENTE TN SOL

Tulpinile de Pseudomonas au fost adesea izolate din soluri contaminate cu compusi insolubili in
apa, cum ar fi produse petroliere (MacElwee, Lee & Trevors, 1990). Tn mediile contaminate cu
benzina fara plumb, un recent studiu a aratat ca acestea erau deosebit de abundente, deoarece au
fost identificate pana la 86% din pseudomonade n cele 244 de izolate. Expunerea la poluantii
hidrofobi din solurile contaminate a parut pentru a selecta producatorii de biosurfactanti care pot
emulsiona compusii hidrofobi (Francy et al., 1991). In aceste conditii specifice, speciile de
Pseudomonas au capacitatea de a produce biosurfactanti. Cu toate acestea, aceasta proprietate nu
parea sa fie impartdsitd de alte tulpini din aceastd specie care au fost izolate din medii
necontaminate (Persson & Mollin, 1987). Biosurfactantii produsi de Pseudomonas aeruginosa au
fost caracterizati ca fiind ramnolipide. S-a constatat ca acestea cresc dispersia compusilor hidrofobi
in apa si au posibilitatea sa sporeasca recuperarea din sol a hidrocarburilor poliaromatice (PAH).
Tmbunatitirea biodegradarii hidrocarburilor in sol prin adaugarea unui inocul de Pseudomonas
aeruginosa a esuat, posibil din cauza faptului ca tulpina nu s-a stabilit cu succes in noul mediu
(Jain, Lee & Trevors, 1992).

Proprietatile de suprafatd ale celulelor sunt reprezentate de alti factori care determina rata de
degradare a substraturilor hidrofobe, dupa cum au aratat Rosenberg si Rosenberg Tn 1981 pentru
Acinetobacter calcoaceticus. Celulele care prezinta proprietati hidrofobe ridicate pot adera la
substraturi cum ar fi n-hexadecanul sau alti n-alcani. In cazul Pseudomonas, hidrofobicitatea
celulara poate varia intr-o anumitd masura, celulele care prezinta cele mai mari hidrofobii fiind
clasificate ca fiind cele mai rapide degradatoare de hidrocarburi. Proprietatile hidrofobice ale
celulelor explica, de asemenea, si aderenta microorganismelor la suprafete solide, cum ar fi
polistirenul incarcat negative (Arino, Marchal & Vandecasteele, 1996; Arino, Marchal &
Vandecasteele, 1996).

2.3 ROLUL PSEUDOMONAS IN DEGRADAREA CLORPIRIFOSULUI

Clorpirifosul este un pesticid organofosforic utilizat Tn mod obisnuit in agriculturd. Acesta este
nociv pentru o varietate de organisme care includ biota vie din sol, alaturi de artropode benefice,
pesti, pasari, oameni, animale si plante. Expunerea la clorpirifos poate provoca efecte daunatoare,
cum ar fi aparitia Intarziata a rasadurilor, deformari ale fructelor si diviziune celulard anormala.
Contaminarea cu clorpirifos a fost descoperitd la o distanta de aproximativ 24 km de locul de
aplicare a acestuia. Existda numeroase aspecte fizico-chimice si biologice pentru a elimina
pesticidele organofosforice din ecosistem, printre care cele mai promitatoare sunt 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP) si dietiltiofosfat (DETP) ca produse primare, obtinute atunci cand clorpirifosul
este degradat de microorganismele din sol care se descompune ulterior in metaboliti netoxici
precum CO2, H20 si NH3. Pseudomonas este un gen diversificat care posedd o serie de cai
catabolice si enzime implicate in degradarea pesticidelor. Pseudomonas putida MAS-1 este
raportat ca fiind mai eficient in degradarea clorpirifosului cu o ratd de 90 % in 24 ore in randul
genului Pseudomonas (Gilani et al., 2016).
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Una dintre etapele principale in degradarea clorpirifosului este metabolizarea si mineralizarea.
Microorganismele din sol joaca un rol vital in degradarea si mineralizarea acestor metaboliti.
Distributia bacteriilor endofite a fost raportata pentru prima data de Gardner (Gardner, Feldman &
Zablotowicz, 1982). Speciile dominante de endofite sunt Pseudomonas (40%) si Enterobacter
(18%).

Pseudomonas este grupul de bacterii prezente in cantitate mare in sol si au un rol vital in
mineralizarea materiei organice. Acestea sunt adaptabile din punct de vedere metabolic si au
capacitatea de a degrada majoritatea hidrocarburilor aromatice, produse petroliere si pesticide.
Degradarea erbicidelor de catre Pseudomonas endofitice este raportatd de cdtre Germaine si
colaboratorii sai (Germaine et al., 2006). Pe langa aceasta, Pseudomonas au capacitatea de a
mineraliza compusii fenolici. O varietate de compusi cu greutate moleculard mica, inclusiv
hidrocarburi alifatice clorurate au fost, de asemenea, metabolizate de Pseudomonas datorita gamei
diversificate, prin urmare, este cel mai utilizat pe scara larga in procesul de degradare. O singura
specie bacteriand de genul Pseudomonas poate utiliza un numdar de substraturi ca hrand, de
exemplu, doar Pseudomonas cepacia are capacitatea de a utiliza peste 100 de tipuri diferite de
substraturi ca sursa unica de C, N sau S (Dagley, 1986). Doua genuri mari, Pseudomonas si
Bacillus, au o gama larga de enzime care le permite sa degradeze multe pesticide. Tulpinile de
Pseudomonas au gazduit o singura plasmida capabila sa degradeze clorpirifosul (Bhagobaty &
Malik, 2010).

Tn mod similar, alte cateva specii bacteriene au capacitatea de a degrada clorpirifos in medii lichide,
cum ar fi, Alcaligenes, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Lactobacillus, Leuconostoc,
Providencia, Serratia si Synechocystis. A fost raportat ca o degradare de 75-87% a clorpirifosului
a fost realizatda de aceste genuri bacteriene, inclusive Pseudomonas fluorescence, Brucella
melitensis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella sp., S. marcescens si Pseudomonas
aeroginosa. In studiu efectuat de Maya si colaboratorii sai, au fost analizate diferite tulpini
bacteriene pentru a fi evaluate privind potentialul de degradare a clorpirifosului prin analiza
cinetica. Dintre acestea, s-a constatat ca Pseudomonas are un potential de degradare ridicat datorita
raspandirii pe scara larga, urmat de Agrobacterium si Bacillus (Maya et al., 2011).

Consumul de TCP (3,5,6 tricloro-2-piridinol) ca sursa unicd de carbon si energie de catre
Pseudomonas ATCC 700113 in conditii aerobe a fost observata ca o declorinare reductiva in
degradarea acestuia. TCP are ca rezultat producerea de dioxid de carbon, apa, clorura, amoniu si
unii metaboliti polari neidentificati. Dintre Pseudomonas, P. putida si P. aeruginosa s-au dovedit a
fi specii eficiente de degradare a clorpirifosului. P. aeruginosa este o bacterie gram negativa din
sol si are capacitatea de a degrada clorpirifosul. Aceasta poate utiliza TCP si prin urmare, este
considerata a fi mai eficienta decat altele, avand rata de supravietuire in sol mai buna.
Pseudomonas aeruginosa degradeaza 87 % clorpirifos in solul din cdmpurile de orezarie, catabolic
n 20 de zile in mediu lichid, Tn timp ce 92% este raportat in 30 de zile pentru mediul de sol la
37 °C. Pseudomonas aeruginosa degradeaza complet clorpirifosul in 7 zile (Fulekar & Geetha,
2008).
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Pseudomonas putida este o planta saprotrofa, gram-negativa, in forma de tija cu forma de coada
rotunda. Este un prim izolat bacterian de tip salbatic care poate degrada compusi organofosforici.
Pseudomonas putida este 0 tulpina fiabila de manipulat in comparatie cu Pseudomonas aeruginosa
care este un agent patogen uman opportunist, iar datorita acestei capacitati, Pseudomonas putida a
castigat mai multa importanta decat alte specii de Pseudomonas, in special Tn procesul de degradare
(Carpenter et al., 2008). Pseudomonas putida utilizeaza 90 % din clorpirifos ca sursa de energie in
timpul primelor 24 de ore, cand e cultivat in mediu cu continut minim de sare. P. putida realizeaza
mai bine 1n conditii optimizate, deoarece rata de degradare este de 24 h in conditii optimizate si 10
zile in conditii neoptimizate. Aceasta degradeaza 38 % din clorpirifos la pH 7, 36% la 35 °C, 42%
la 10 ml marimea inoculului, 38% la o concentratie de 2% de pesticid, 62% la o viteza de agitare
de 150 rpm, 57% la glucoza si 68% la la sursa de azot drojdie, 40% la KNO3 (Vijayalakshmi &
Usha, 2012). Tulpina Pseudomonas ChID are capacitatea de a degrada clorpirifos prin producerea
de surfactant si sunt izolate prin tehnica de cultura prin imbogatire din solul agricol, contaminat
cu clorpirifos. Tulpina Pseudomonas ChID este capabila sa degradeze 98% din clorpirifos Tn 120
de ore, in comparatie cu 84% in absenta biosurfactantului rhamnolipid. Pseudomonas stutzeri B-
CP5 are capacitatea de a degrada pesticidul de clorpirifos in 7 zile de la o instalatie contaminata
cu clorpirifos, modul de degradare fiind catabolic la pH 7 si temperatura de 30 °C. Pseudomonas
nitroreducens PS-2 este izolat din solul rizosferic al secarei imbibat cu clorpirifos. Acesta prezinta
o degradare de 100% a clorpirifosului dupa 28 de zile in rizosfera inoculata (Korade & Fulekar,
2009). Mineralizarea TCP are ca rezultat eliberarea de CO2 si ioni de clorurd de catre tulpina
Pseudomonas sp. ATCC 700113 atunci cand este cultivata intr-un mediu de sare minerala.
Aproximativ 72,4% CO2 este recuperat ca radioactivitate initiala, 9% a ramas in mediu, iar 4,1%
in biomasa. P. desmolyticum NCIM 2112 este capabil sa degradeze clorpirifos in proportie de 98%
in 6 zile. Conform parcursului propus de degradare a clorpirifosului de catre P. desmolyticum
NCIM 2112, clorpirifosul este mai intéi transformat in DETP si TCP, unde DETP este degradat
ulterior n tiofosfat, iar TCP in 2-piridinol (Gilani et al., 2016).

Genul bacterian Pseudomonas a fost evidentiat pentru capacitatea de a degrada clorpirifos la o rata
diferita, cum se poate observa in tabelul 2.5. Dintre toate speciile de Pseudomonas, maximul de
rata de degradare este observatid de tulpina Pseudomonas ChID ca fiind de 98 % in 120 h.
Pseudomonas aeroginosa a inregistrat o rata de 87-92 % in 20-30 de zile si Pseudomonas putida
MAS-1 90% in 24 h. Pseudomonas desmolyticum NCIM 2112 cu o rata de degradare de 98% in
6 zile. Pseudomonas sp. BF1-3 97% in 9 zile si Pseudomonas nitroreducens PS-2 cu rata de
degradare 100% in 28 de zile. Dintre acestea, Pseudomonas putida MAS-1 este mai eficientd in
ceea ce priveste degradarea clorpirifosului cu o ratd de degradare de 90% clorpirifos in 24 h dupa
care tulpina Pseudomonas ChID este de 84% in 120 h, iar degradarea completa este observata de
Pseudominas nitroreducens PS-2 in 28 de zile.
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Tabelul 2.5 Degradarea clorpirifosului de catre speciile de Pseudomonas

Pseudomonas sp. Rata de degradare Durata (h) Mediu
(%)

P. diminuta 12 - -

P. aeruginosa 92 720 Sol

P. aeruginosa (NCIM 100 168 -

2074)

P. fluorescence 43 240 -

Pseudomonas 72,4 - Mediu de saruri

ATCC700113 minerale

P. putida MAS-1 90 24 Mediu de saruri
minerale

Pseudomonas strain 84 120 -

ChID

Pseudomonas sp. 97 216 -

BF1-3

P. desmolyticum 98 144 Mediu pe baza de

NCIM 2112 minerale

Pseudomonas strain 94 432 Efectele din industria

WW5 de scurgere

P. nitroreducens PS-2 100 672 Solul Rhizospheric de
secara

P. sutzeri 88 192 -

P. stutzeri B-CP5 - 168 Sol

Pseudomonas sp. (iso 91 312 -

1)

Diferiti factori care afecteaza rata de bioremediere sunt temperatura, pH-ul, sursa de nutrienti de
carbon si azot. Degradarea clorpirifosului de catre microorganismele din sol este puternic afectata
de pH-ul solului. S-a raportat ca absorbtia erbicidului de cétre microorganismele din sol poate
afecta rata de degradare si este influentata de pH-ul solului. Pseudomonas prezinta o degradare
maxima la pH 8 deoarece la un pH ridicat, enzimele au o activitate optima. In solurile cu pH ridicat,
TCP este metabolizat in CO2, H20 si NH4 prin calea de declorinare reductiva de catre un
Pseudomonas. Pseudomonas se adapteaza cel mai bine la concentratii scizute de pesticide,
degradarea clorpirifosului scade odata cu cresterea concentratiei acestuia, deoarece concentratia

ridicatd afecteaza microorganismele implicate in degradare (Gilani et al., 2016).
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CAPITOLUL 4. CONCLUZII

Compusii de origine sintetica sau biologica, compusi cu caracteristici tensioactive au o mare
relevantd pentru societate, deoarece acestia sunt folositi in diferite produse si procese intr-0
varietate de sectoare. Din cauza efectelor nocive legate de utilizarea agentilor tensioactivi sintetici,
agentii tensioactivi produsi de microorganisme au aparut ca optiuni pentru omologii lor sintetici

datorita caracteristicilor lor favorabile din punct de vedere ecologic. In ciuda interesului tot mai
mare, biosurfactantii nu i-au depasit inca pe cei sintetici din punct de vedere comercial si, din
pacate, sunt inca departe de a atinge acest obiectiv. Este necesar sd se extinda diseminarea
cunostintelor pentru a oferi o intelegere mai bund, nu doar asupra a ceea ce sunt biosurfactantii, ci
asupra mecanismele lor de actiune, caracteristicilor, parametrilor fermentativi, aplicatiilor si
perspectivelor de piata, permitand astfel ca acesti compusi sa devina unul dintre vestitorii unei
societdti bazate pe dezvoltarea durabila a activitétilor sale.

Mai multi factori de mediu si operationali, cum ar fi sursa de carbon si azot, raportul carbon/azot,
mineralele, regulatorii metabolici (inhibitori si inductori) sau salinitatea, au un impact asupra
sintezei biosurfactantilor (Kashif et al., 2022). Cu toate acestea, substratul de carbon este critic in
crearea biosurfactantului si are un impact substantial asupra randamentului si calitatii, care poate
fi Impartit in urmatoarele categorii: carbohidrati; hidrocarburi; uleiuri vegetale si compusi hidroxil,
de obicei polioli (Moufao et al, 2018). Hidrocarburile au fost in mod traditional substraturile
preferate pentru fabricarea biosurfactantilor si bioemulgatorilor. Se presupune ca utilizarea
substraturilor hidrofobe poate determina sinteza biosurfactantilor, facand substraturile hidrofobe
mai accesibile celulei microbiene generatoare. Se crede cd utilizarea substraturilor hidrofobe
provoaca sinteza biosurfactantilor, facand substraturile hidrofobe mai accesibile celulei
microbiene producatoare. Pe de alta parte, au fost utilizate substraturi solubile in apa (Campos et
al., 2013). Deoarece fermentatiile monofazice sunt mai simple decat fermentatiile bifazice, ele sunt
mai putin costisitoare si sunt favorizate ca substrat fata de hidrocarburi. In plus, substraturile care
contin hidrocarburi nu sunt adecvate pentru o gama larga de aplicatii, inclusiv cele din industria
alimentara, cosmetica si farmaceutica. Grasimile, uleiurile, glicerolul si carbohidratii sunt exemple
de substraturi non-hidrocarburi. Carbohidratii si uleiurile vegetale sunt doud dintre cele mai
frecvent utilizate substraturi pentru sinteza biosurfactantilor (Stoimenova et al., 2009).

Ca o observatie generala, existd multe utilizdri potentiale pentru biosurfactanti datorita
existat o interventie semnificativd asupra mediului, cum ar fi decontaminarea zonelor poluate cu
petrol, recuperarea tertiara a petrolului, protectia culturilor si industria cosmetica si farmaceutica
(Eras-Munos et al., 2018), deoarece Dbiosurfactantii prezintd biocompatibilitate si
biodegradabilitate microbiana imbunititite. In consecinti, nu este surprinzitor faptul ca au fost
efectuate o serie de studii pentru a descoperi sinteza unor astfel de substante chimice cu potentiale
aplicatii in bioremediere, agricultura si industrie (Soare et al, 2018).
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Desi producerea de biosurfactanti din fluxurile de deseuri scade costurile de productie, optimizarea
randamentului rdmane un domeniu important de cercetare datorita eterogenitdtii in producerea
tulpinilor si a produselor dorite (Mgbechidinma et al., 2022). Prin urmare, procesele proiectate
pentru imbunatatirea deseurilor la productia de biosurfactanti trebuie dezvoltate in continuare. De
exemplu, pentru a creste productia si calitatea produsului biosurfactant, se aplica strategii, inclusiv
chimia verde si microorganismele modificate genetic. Chiar daca pretratarea substraturilor
regenerabile faciliteaza cresterea organismului, trebuie avuta grija pentru a pastra beneficiile
nutritionale ale acestor substraturi, deoarece produsul trebuie sa fie de calitate si cantitate Tnaltd
pentru a deschide o gama largd de perspective industriale pentru agentii activi de suprafatd de
origine microbiana. . Exista inca un potential mare pentru deseuri din industria produselor lactate,
a grasimilor animale si a procesarii alimentelor (Satpute et al., 2017). Mai mult, un alt aspect de
luat in considerare pentru cercetarile viitoare este cd concentratiile mari de biosurfactant trebuie
utilizate cu prudentd datoritd activitatii lor biocide si a potentialei inhibitii enzimatice, care
impiedica procesul de remediere si reduce diversitatea microbiana .

In ceea ce priveste industria alimentara, consideram ci biosurfactantii ar trebui sa fie 0 componenti
cruciala pentru viitoarea agriculturd moderna, deoarece producerea alimentelor necesita o cantitate
semnificativa de energie, iar procesele tehnologice genereaza o cantitate considerabild de deseuri.
Potentialul de a conecta ecosistemele agroindustriale si de a utiliza procese ecologice ar avea ca
rezultat o economie circulara bazata pe bio pentru productia de biosurfactanti. Cu toate acestea,
pentru a atinge o astfel de stare dezirabila, cercetdrile viitoare ar trebui sa abordeze aceste
substraturi si procese regenerabile. Pentru a imbunatati procesele actuale si a satisface nevoile
sistemelor de productie industriala, pot fi dezvoltate configuratii experimentale imbunatatite.
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