REZUMAT

IZOLAREA SI CARACTERIZAREA UNOR METABOLITI SINTETIZATI DE
BACTERII LACTICE CU IMPORTANTA BIONANOTEHNOLOGICA

Elaborata de lulia — Roxana Stefan, sub indrumarea Prof. Univ. Dr. Cilina Petruta Cornea

Cuvinte cheie: bacterii lactice, bacteriocine, nisina, helveticina, exopolizaharide, strat S, probiotice,

alimente functionale

Teza de doctorat intitulata ,,Izolarea si cracterizarea unor metaboliti sintetizati de bacterii
lactice cu importantda bionanotehnologica” este realizata de catre doctorand lulia — Roxana Stefan,
sub indrumarea doamnei prof. univ. dr. Célina Petruta Cornea, in cadrul Scolii Doctorale Ingineria si
Managementul Resurselor Vegetale si Animale din Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina
Veterinara din Bucuresti, in perioada 2015 — 2019.

Bacteriile lactice au o importanta industriald deosebitd, in special in industria alimentara
datorita efectelor pozitive pe care le au asupra alimentelor, dar si asupra organismului uman. Culturile
vii de bacterii lactice prezente in diferite alimente fermentate contribuie la cresterea valorii nutritive
a acestora, dar si la cresterea imunitdtii si sdnatatii intestinului consumatorilor. in plus, bacteriile
lactice au capacitatea de a conserva alimentele, dar si de a oferi anumitor produse fermentate, precum
branzeturile si iaurturile, caracteristici unice de aromd. De asemenea, bacteriile lactice prezinta
numeroase efecte benefice asupra sanatatii umane si animale precum imunomodularea, integritatea
intestinald si rezistenta la patogeni, motiv pentru care sunt intens studiate de cercetdtori din punct de
vedere genetic, fiziologic si metabolic. Activitatea enzimatica a acestor bacterii In timpul fermentatiei
contribuie la proprietitile organoleptice, reologice si nutritionale ale produsului fermentat. Bacteriile
lactice produc numerosi metaboliti importanti, printre care proteine cu efect antimicrobian
(bacteriocine), proteine de suprafatad cu rol in protectie celulard (proteinele stratului S — de suprafata)
si exopolizaharide (EPZ).

Scopul acestei lucrari a fost izolarea si caracterizarea unor metaboliti importanti din punct
de vedere bio(nano)tehnologic produsi de catre unele bacterii lactice prezente in alimente proaspete
sau in produse fermentate. Atentia a fost indreptata catre bacteriocine, exopolizaharide si proteine de
suprafata. Principalele obiective 1n jurul carora S-a conturat aceasta lucrare sunt:

» Selectarea unor bacterii producatoare de metaboliti de interes;



» Caracterizarea bacteriocinelor produse de doua tulpini de bacterii lactice apartinand unor
specii diferite si efectul lor asupra unor bacterii sensibile;

> lzolarea si caracterizarea exopolizaharidelor produse de doua tulpini bacteriene si rolul lor in
textura produsului fermentat;

» Studii privind proteinele de suprafata sintetizate de doud bacterii lactice.

Lucrarea este structurata in doua parti: partea de documentare, respectiv partea de cercetari
proprii, ce insumeaza sase capitole completate de Introducere, Rezumat, Concluzii si Bibliografie.

Prima parte a lucrarii este alcatuita din trei capitole si urmareste prezentarea importantei
bacteriilor lactice si a metabolitilor sintetizati de acestea, atat in industria alimentara, cat si pentru
organismul uman consumator de alimente functionale.

Primul capitol descrie stadiul actual al cercetarilor privind metabolitii sintetizati de bacterii
lactice, selectati pentru aceasta lucrare: bacteriocine, exopolizaharide (EPZ) si strat S.

Tn capitolul 11 se evidentiazd multiplele aplicatii ale bacteriilor lactice si sunt prezentate
principalele familii si genuri bacteriene utilizate Tn industria alimentara, precum si in alte domenii. De
asemenea, 1n acest capitol sunt descrise efectele probiotice ale bacteriilor lactice si conditiile pe care
trebuie sa le indeplineasca acestea pentru a fi utilizate in preparate probiotice.

Capitolul 111 este menit sa descrie principalii metaboliti sintetizati de bacterii lactice,
punandu-se accentul pe compusii cu efect antibacterian (in special, bacteriocinele), exopolizaharide,
proteine de suprafata, nutraceutice, vitamine si enzime.

A doua parte a lucrarii, cea de cercetari originale, incepe cu capitolul 1V in care sunt
prezentate Tn detaliu scopul lucrarii si obiectivele.

Capitolul V cuprinde metodologia utilizata pentru studiile efectuate in cadrul acestei teze.
Acest capitol este structurat in cinci subcapitole. Tn primul subcapitol sunt descrise mediile de cultura
folosite si tulpinile bacteriene producatoare de metaboliti de interes selectate, atat din colectia
Laboratorului de Microbiologie a Institutului de Biologie, Bucuresti, cét si tulpini nou izolate din
diferite surse. Apoi, fiecare subcapitol insumeaza metodele utilizate pentru caracterizarea
metabolitilor. Bacteriocinele au fost caracterizate din punct de vedere al spectrului de activitate si
influentei mediului de cultura asupra sintezei acestora de catre bacteriile producatoare. Dupa izolare
si purificare, au fost realizate studii de stabilitate la diferite temperaturi, valori de pH, enzime si s-a
urmarit detectarea genelor codificatoare pentru sinteza de bacteriocine. Mai mult decét atat, in cazul
bacteriocinei sintetizate de L. lactis 19.3, s-a studiat modul de actiune al acesteia asupra a doua tulpini

indicator.



Studiul exopolizaharidelor produse de bacteriile lactice selectate a cuprins izolarea si
purificarea, studiul sintezei acestora in diferite conditii de stres, analiza monomerilor constituienti
prin TLC si HPLC, efectul mediului de culturd asupra producerii de EPZ si efectul tulpinilor
producatoare de EPZ asupra proprietatilor reologice ale produselor lactate fermentate.

In sfarsit, cercetirile asupra stratului S au cuprins studierea sintezei acestuia de catre tulpinile
bacteriene producatoare cultivate in diferite conditii de mediu, precum si rolul acestuia in protectia
celulelor producatoare. Cercetarile au continuat cu detectarea genei responsabile pentru sinteza
proteinelor de suprafata prin PCR si studierea sintezei proteinelor de suprafata pe parcursul cresterii
bacteriene.

Capitolul VI insumeaza rezultatele obtinute in cadrul prezentei teze de doctorat si raportarea
acestora la alte cercetari din domeniu. Cele doud bacterii cu activitate antibacteriana, L. lactis 19.3 si
Lb. helveticus 34.9 sintetizeaza bacteriocine din doua clase diferite. L. lactis sintetizeaza nisina, o
bacteriocina incadrata in clasa |, a lantibioticelor, caracterizata prin masa moleculard mica, rezistenta
la pH si temperaturi ridicate. Nisina produsa de L. lactis 19.3 are un spectru larg de actiune, avand
activitate antibacteriand asupra altor bacterii lactice si asupra unor bacterii patogene sau potential
patogene. Aceasta actioneaza la nivelul peretelui celular al celulelor sensibile ducénd, in final, la
moartea acestora. Mai mult, sinteza bacteriocinei are loc si in diferite conditii de stres, inclusiv in
medii acide sau in prezenta sarurilor biliare, ceea ce ar putea recomanda tulpina producatoare pentru
un preparat probiotic. Pe de alta parte, Lb. helveticus 34.9 sintetizeaza helveticina, o bacteriocina
apartinand clasei a-111-a, fiind caracterizata prin masa moleculara mare, termolabila, stabila la variatii
de pH si inactivata de proteinaza K. Aceasta bacteriocind s-a remarcat prin activitate antibacteriana
Tmpotriva tulpinii Halobacillus hunanensis SHum, responsabila pentru deteriorarea unor picturi
murale din manastirea Humor.

EPZ sintetizate de cele doua tulpini bacteriene selectate au dimensiuni mari, sunt formate din
glucoza si sunt sintetizate atat in conditii optime, cat si in conditii de stres, in functie de tulpina.
Vascozitatea laptelui de vaca, respectiv de soia, fermentat cu cele doua tulpini producatoare de EPZ
a fost variabila, valoarea acesteia neputand fi corelata in toate cazurile cu cantitatea de polimer, fiind
influentatd, probabil, si de proprietatile specifice ale EPZ.

Cele doud tulpini bacteriene producatoare de strat S selectate pentru aceastd lucrare sunt
capabile sa producd aceste proteine atat in conditii optime, cat si in conditii de stres. Sinteza maxima
de strat S de catre Lb. helveticus 34.9 are loc la 37° C (temperatura optima) urmata de cultivarea la
42°C, apoi de celelalte conditii de cultivare. Pe de alta parte, in cazul tulpinii Lb. brevis FV 403,

sintetizarea stratului S este mai intensa in conditii de stres (cultivare la temperatura de 20° C, urmata



de prezenta clorurii de sodiu in mediu ori a pH-ului initial scazut) decat in conditii optime de cultivare.
Proteinele stratului S au un rol protector fatd de celula bacteriand producatoare, iar eliminarea acestui
invelis prin tratament cu LiCl 5M, creste sensibilitatea si mortalitatea celulelor, Tn special in medii cu
pH acid sau in prezenta sarurilor biliare. Amplificarea cu primeri specifici pentru gena care codifica
proteinele de suprafata (SIpA) a dus la obtinerea unor produsi de reactie cu greutate moleculara
specificd pentru aceastd gend pentru ambele tulpini testate. Se observa ca proteinele de strat S sunt
prezente pe toata durata cresterii tulpinii Lb. helveticus 34.9, in conditii optime de cultivare, benzi
proteice mai intense fiind observate in faza de crestere exponentiald sugerdnd rolul protector al
stratului S Tn timpul diviziunii celulare.

Concluziile formulate subliniaza principalele caracteristici ale metabolitilor sintetizati de
tulpinile bacteriene selectate pentru aceastd lucrare. Datele prezentate pot contribui la dezvoltarea

unor noi produse alimentare sau industriale cu proprietati imbunatatite.



