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PROCEDEU DE SELECTIE AL CONSORTIILOR DE MICROORGANISME , , 

DESTINATE BIORAFINARII MATERIALULUI VEGETAL CU CONTINUT , 

RIDICAT DE FITO-SILICIU 

Prezenta inven\ie se refera la un procedeu pentru selec\ia consor\iilor de 

microorganisme care produc amestecuri de enzime ~i/sau (poli)peptide ce 

amplifica actiunea enzimelor destinate etapelor initiale de biorafinare a materialului 

vegetal cu un continut ridicat de fito-siliciu. 

Sunt cunoscute diferite procedee de selectie a tulpinilor de microorganisme 

care produc amestecuri de enzime ~i/sau (poli)peptide utilizabile in etapele initiale 

de biorafinare biochimica a materialului vegetal. Majoritatea procedeelor de 

selectie descrise au ca scop identificarea tulpinilor producatoare de hidrolaze care 

actioneaza asupra polizaharidelor din matricea lignocelulozica. Brevetul US 

9139861 B1 protejeaza utilizarea unui mediu gelifiat cu celuloza, pentru selectia 

microorganismelor care produc celulaze. Mediul agarizat cu celuloza ca substrat 

nutritiv este obtinut prin amestecarea une; suspensii de celuloza in apa, cu 0 

vascozitate dinamica de 12-35 mPas, cu 0 solutie de 2,5 mg/ml celuloza in 

dimetilacetilamida, care contine 8% (masa Ivolum) clorura de litiu. 

Cererea de brevet CN102212608 A propune utilizarea placilor de 

microtitrare cu 96 godeuri, iar in fiecare godeu se determina activitatea celulazica 

din supernatantele mediilor de cultura ale unor izolate de microorganisme. 

Substratul folosit este 0 suspensie fina de material vegetal supus pre-tratamentului 

de expandare cu abur, iar evidentierea gruparilor g!ucidice reducatoare eliberate 

prin hidroliza substratului sub actiunea celulazelor testate se face cu reactiv 2,5 

dinitrosalicilic. 0 alta metoda cunoscuta de screening rapid a hidrolazelor active 

fata de polizaharidele din biomasa vegetala implica utilizarea unor substrate 

(amiloza, hidroxietilceluloza, curdlan, laminarina, amilopectina, pectina) marcate 

fluorescent cu clorotriazina, distribuite irnpreuna cu supernatantele ale 

microorganismelor de testat in placi de microtitrare cu 96 de godeuri filtrante 

(Kracun et al. 2015, Biotechnology for biofuels, 8, 70). 

Brevetul CN 102586123 B descrie un procedeu de selectie al tulpinilor 

microbiene care produc cantitati mar; de enzime cu activitate de degradare a 

lignocelulozei. alcatuit din urmatoarele etape: (1) Realizarea unui mediu de baza 
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agarizat, in care este inclusa ca sursa unica de carbon hartia de filtru macinata; 

(2) Depunerea peste mediul de baza agarizat a unui al doilea mediu gelifiat cu 

agar, in care sursa de carbon este materiallignocelulozic pre-tratat, macinat pana 

la 50 mesh; (3) Inocularea cu tulpini/izolate de testat; (4) Selectarea tulpinilorl 

izolatelor cu activitate ridicata de degradare a materialului lignocelulozic, dovedita 

prin cre~terea viguroasa ~i/sau prin formarea unor halouri transparente in cele 

doua medii agarizate. 

Cererea de brevet W02013135245 A1 prezinta un procedeu de screening 

de inalt randament pentru probe care includ glicozil-hidrolaze, enzime care 

ac\ioneaza asupra polizaharidelor din materialul vegetal lignocelulozic - celulaze, 

hemicelulaze, pectinaze. In acest procedeu se amesteca 0 proba (candidat), 

con\inand microorganisme care produc glicozil-hidrolaze (celulaze, hemicelulaze, 

pectinaze), cu un substrat complex de material vegetal. Apoi amestecul este 

incubat, pentru ca enzimele ~i polizaharidele 1 carbohidra\ii din materialul vegetal 

sa interactioneze. Optional se inactiveaza enzirnele candidate. In final se compara 

compozi\ia de carbohidrati rezultata cu cea initial existenta in substrat. Probele pot 

fi suplimentate cu inhibitori sau amplificatori cunoscuti ai activitatii respectivelor 

glicozil-hidrolaze - module de legare a carbohidrati1or (carbohydrate binding 

modules, CBMs), expansine sau "amplificatori de celulaza" ("cellulose 

enhancers"), inclusiv familia 61 de proteine produsa de Trichoderma reesei. 

Procedeul este destinat selectarii tulpinilor de microorganisme producatoare de 

enzime utilizabile in producerea de biocombustibili de a doua generatie, ca de ex. 

bioetanol celulozic. Determinarea compoziiiei in zaharide. in substratul complex 

de material vegetal ~i/sau in produ~ii reactiei de hidroliza a acestui substrat de 

catre glicozil-hidrolazele secretate de tulpinile de microorganisme testate, se 

realizeaza cu ajutoruI unor liganzi cu specificitate de carbohidrat - de ex. anticorpi 

monoclonali anti-carbohidrati, lectine. Evidentierea legarii acestor liganzi cu 

specificitate de carbohidrat. de structurile zaharidice pentru care au respectiva 

specificitate, se face prin utilizarea unLii al doilea set de liganzi cu specificitate de 

legare pentru ligandul initial (ca de ex. anticorpi monoclonali anti-liganzi cu 

specificitate de carbohidrat). De!?i mentioneaz8 faptul CEl inventia poate fi utilizata 

pentru a determina influenta inhibitorilor sau amplificatorilor cunoscu\i ai activitatii 

respectivelor glicozil-hidrolaze - ca de ex. heterocicli cu azot care au similaritate 
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structurala cu zaharidele, cu actiune inhibitorie, sau module de legare a 

carbohidratilor (carbohydrate binding modules, CBMs), expansine sau 

"amplificatori de celulaza" ("cellulase enhancers"), inclusiv familia 61 de proteine 

prod usa de Trichoderma reesei, cu actiune de stimulare a activitatii enzimatice, 

inventia nu exemplifica !?i nu revendica procedee/etape de selectare a 

microorganismelor care produc astfel de compu!?i, in special amplificatori ai 

actiunii hidrolazelor care actioneaza asupra polizaharidelor din materialul 

lignocelulozic. 

Cererea de brevet RO 131224 A2 se refera la un procedeu de inalt 

randament pentru selectia consortiilor de microorganisme destinate tratamentului 

materialului vegetal, in vederea: (I) degradarii lignocelulozei in componente mai 

simple, care pot fi procesate ulterior prin biorafinare in diferite tipuri de bio

chimicale; (il) gestionarii durabile a resturilor vegetale in sistemele de agricultura 

conservativa; (iii) inocularii nutreturilor insilozate pentru cre~terea valorii nutritive. 

Procedeul implica depunerea unui film detector; adaugarea peste filmul detector a 

unui mediu minimal, cu material lignocelulozic pre-tratat, hidrogelifiat cu un tribloc 

co-polimer; inocularea cu izolatele de testat; incubarea timp de 60 - 120 ore a 

placii cu prelevarea imaginii filmului detector ~i, respectiv, a coloniilor de 

microorganisme; realizarea in acelea~i conditii a unei placi martor, in care fiecare 

colonie din izolatele testate se dezvolta separat, prin inocularea izolatelor pe 0 

placa cu 96 godeuri, cu partea interioara deschisa, a!?ezata peste filmul detector ~i 

care contine, in fiecare godeu, acela!?i mediu minimal hidrogelifiat; analiza 

imaginilor prelevate; compararea rezultatelor din proba cu izolatele dezvoltate in 

interactie reciproca in placa cu un singur godeu, cu cele din placa mart~r, in care 

fiecare izolat de testat s-a dezvoltat separat; identificarea microorganismelor care 

interactioneaza reciproc, in dezvoltare, ca antagonism sau stimulare, respectiv in 

producerea compu!?ilor de interes din materialul lignocelulozic. 

Sunt cunoscute !?i procedee de screening de inalt randament al tulpinilor 

microbiene producatoare de (per)oxidaze care actioneaza asupra ligninei din 

matricea lignocelulozica. Cererea de brevet W02004083409 A1 revendica un 

procedeu de screening al unui consor1iu de bacterii lignolitice, care consta in 

urmatoarele etape: a) imbogatirea florei bacteriene din arealui folosit pentru 

prelevare; b) izolarea bacteriilor Iignolitice folosind diferite medii; c) cultivarea 
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bacteriilor izolate in diferite condi1ii de mediu, temperatura, pH-ul, sursa de carbon 

etc.; d) verificarea capacita1ii izolatelor de degradare a ligninei prin inocularea 

izolatelor bacteriene in 10 ml de lignina 0,4%; e) selectarea izolatelor bacteriene 

care decoloreaza ligninei in mod eficient; f) adaptarea celor care sunt eficiente la 

cultivarea pe lignina g) cultivarea tulpinilor bacteriene in amestec pentru a se 

vedea interactiunea/efectul lor sinergic in degradarea ligninei; h) selectarea 

consortiului microbian. Prin aplicarea acestui procedeu a fost selectat consortiul 

format din tulpinile de microorganisme CBTCC/5203, CBTCC/5303 ~i CBTCC5403 

depozitate la IMTECH, Chandigarh, India, cu numerele de acces MTCC 5094, 

MTCC 5095 ~i MTCC 5098, care au capacitate de degradare a ligninei. 

Dezavantaju! procedeelor de selectie a tulpinilor/consortiilor de tulpini 

microbiene descrise pana in prezent este ca nu sunt utilizabile pentru selectarea 

eficienta a consortiilor de microorganisme care produc amestecuri de enzime I 

(poli)peptide amplificatoare destinate biorafinarii materialului vegetal cu un 

continut ridicat de fito-siliciu - ca de ex, paie de grau, tulei de porumb, borhot, 

pleava de orez, dunsturi din industria de morarit ~i panificatie. In astfel de 

materiale vegetale fito-siliciul se regase~te sub doua forme: (I) precipitat ca dioxid 

de siliciu amort, Si02 x nH20 (Epstein 1999, Annual Review of Plant Biology, 50: 

641-664) sau (il) complexat in hemiceluloza (He et al. 2015. New Phytologist, 206: 

1051-1062). Fito-siliciul, atat cel precipitat ca dioxid de siliciu, dar mai ales cel 

complexat in hemiceluloza, contribuie semnificativ la stabilizarea matricel 

lignocelulozice (Guerriero et al. 2016, Frontiers in Plant Science, 7, 463). De 

asemenea prezenta fito-siliciului complica utilizarea materialului vegetal in 

procesele de biorafinare (Le et al. 2015, Biofuels, Bioproducts and Biorefining, 9: 

109-121). Extragerea fito-siliciului in primele faze ale biorafinarii materialului 

vegetal ar fi In mod evident benefica pentru bio-procesarea ulterioara. 

Solubilizarea siliciului amort este amplificata de actiunea silicazei, 0 polipeptida 

care catalizeaza interconversia dintre diferitele forme de dioxid de siliciu/silice, 

inclusiv cel amort, ;;i acidul silicic. Silicaza a fost identificata ;;i in tulpini bacteriene 

din genurile Methanosarcina ~i Bacillus (Brevet SUA 8822188). Nu au fost insa 

publicate pana In prezent procedee de selectie a microorganismelor producatoare 

de silicaza care actioneaza asupra materialului lignocelulozic ~i nici utilizari ale 

silicazei pentru tratamentul materialului vegetal. In vederea facilitarii degradarii 
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ulterioare. De asemenea nu au fost publicate pana 7n prezent nici procedee prin 

care sa se selecteze microorganisme care elibereaza siliciul complexat in 

hemiceluloza. In cazul acestui fito-siliciu complexat in hemiceluloza actiunea sa de 

stabilizare a retelei lignocelulozice este sinergica cu a acidului ferulic (Oliveira et 

aL 2015, Plant Biotechnology Journal 13: 1224-1232). Acidul ferulic esterifica 

capetele terminale ale hemicelulozelor. Hemicelulozele astfel esterificate sunt 

punti de legatura amfifile intre polizaharidele hidrofile (celuloza) l?i lignina 

hidrofoba. Acidul silicic complexat in hemiceluloze stabilizeaza suplimentar 

asocierea dintre polizaharidele hidrofile l?i lignina, datorita prezentei concomitente 

a gruparilor hidroxil in molecula de acid silicic care formeaza legaturi de hidrogen 

cu polizaharidele hidrofile l?i a orbitalilor d in atomul de siliciu care pot forma 

complexe coordinative cu electronii delocalizati din inelele aromatice ale 

compu~ilor fenolici Iligninei (Fleck et aL 2015, PloS One 10: e0138555). 

Un alt dezavantaj al procedeelor descrise pana in prezent este dat de 

substratele utilizate. In unele procedee se folosesc substrate purificate, ca de ex. 

celuloza sau lignina care nu prezinta toate particularitatile substratelor naturale, in 

care actiunea celulazelor, de ex., este inhibata de hemiceluloza (Xin et aI., 2016, 

RSC Advances, 6, 73859-73868) sau de iignina (Serlin et al 2006, Journal of 

Biotechnology, 125(2), 198-209) eliberate din matricea lignocelulozica. Pe de alta 

parte nici materialul !ignocelulozic pre-tratat nu este un substrat adecvat pentru 

evidentierea activitalii hidrolazelor care actioneaz8 asupra polizaharidelor intrucat 

contine 0 serie de inhibitod 1 deactivatori (Kim et al. 2011, Enzyme and Microbial 

Technology, 48, 408-415). De altfel, materialul lignocelulozic pre-tratat prezinta l?i 

dezavantajul prezentei unor compul?i toxici pentru microorganisme (Lopez et aL 

2004. Applied Microbiology and Biotechnology, 64,125-131). 

Problema tehnica pe care 0 rezolva inventia este de a realiza un procedeu 

de selectie a consortiilor de microorganisme, prin care sa fie pusa in evidenta 

rapid capacitatea respectivelor consortii de a produce amestecuri de enzime care 

actioneaza asupra materialului vegetal lignocelulozic bogat in fito-siliciu, respectiv 

celulaze, xilanaze, silicaze 91 feruloil-esteraze, ca l?i a (poli)peptidelor potentiatoare 

ale actiunil celulazelor. 

,,(Poli)peptidele arnplificatoare ale actiunii celulazelor" se refera la 

(poli)peptide cu activitate non-catalitica, care slabesc structurile de ordin superior 
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ale fibrilelor de celuloza, prin desfacerea legaturilor de hidrogen, ca de ex. 

expansine microbiene (Georgelis st al. 2015, Applied Microbiology and 

Biotechnology 99: 3807-3823), inclusiv cerato-platanine (8accelli, 2015, Frontiers 

in Plant Science 5: 769). 

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape: 

1. Selectia tulpinilor care cresc pe medii cu unica sursa de carbon complex de 

celuloza cu xilani !l'i care produc feruloil-esteraza !l'i silicaza prin cultivare pe un 

mediu agarizat specific cu doua straturi, urmata de relevarea activitatii feruoil

esteraze; 

2. Selectia tulpinilor care produc (poli)peptide amplificatoare ale enzimelor 

destinate biorafinarii materialului vegetal prin identificarea expresiei secventelor de 

acizi nucleici care codifica pentru respective Ie tulpini; 

3. Selectia consortii1or compatibile formate din tulpini selectate in etapa 1 !l'i 2, 

prin co-cultivarea acestora pe mediu mineral minimal, gelifiat cu 2% agar, care 

contine ca unica sursa de carbon 1% complex de celuloza cu xilani. 

Aspectele preferate ale procedeului descris mai sus sunt: 

./ Mediul agarizat pe care se realizeaza selectia tulpinilor este format din 

doua straturi: unul inferior, in grosime de 3 mm, care contine 0 suspensie de 

bioxid de siliciu amort, in concentratie de 1 % !l'i este gelifiat cu agar 2%; un strat 

superior cu mediu minimal mineral, in grosime de 7 mm, gelifiat cu 2,5% agar, 

care contine 0 suspensie de 1 % complex de celuloza cu xii ani. 

./ Selectia tulpinilor se face prin ideritificarea celor care cresc abundent pe 

mediu minimal !l'i care produc un halou clar in stratul inferior care contine bioxid de 

siliciu amort; 

./ Relevarea activitatii feruoil-esterazei se face prin: depunerea peste placile 

in care s-a realizat selectia tulpinilor care cresc pe medii cu unica sursa de carbon 

celuloza complexata cu xilani !l'i care produc silicaza, a unui strat de 3 mm mediu 

agarizat cu 3% agar, care contine 0,2% ferulat de etil, incubarea timp de 6 ore la 

temperatura camerei !l'i evidentierea halourilor clare in jurul coloniilor producatoare 

de feruoil-esteraza; 

./ Identificarea tulpinilor care produc (poli)peptide potentiatoare ale enzimelor 

destinate biorafinarii materialului vegetal se face prin detectarea specifica a 

expresiei genelor care codifica pentru respectivele (poli)peptide, prin cuantificarea 
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in timp real a transcrierii respectivelor gene ("Quantitative Reverse Transcription 

PCR"); 

./ Selectia consortiilor compatibile formate din tulpini selectate se realizeaza 

printr-un procedeu de inalt randament, prin compararea dezvoltarii coloniilor 

cultivate separat pe 0 placa cu 96 de godeuri, cu mediu mineral minimal, gelifiat cu 

2% agar, care contine ca unica sursa de carbon 1 % complex de celuloza cu xilani, 

~i a coloniilor co-cultivate in matrice de 96 de colonii, rezultate din 12 colonii 

distribuite randomizat in 8 repetitii pe acela~i mediu mineral minimal; 

Prezenta inventie are urmatoarele avantaje: 

./ Favorizeaza dezvoltarea microorganismelor producatoare de enzime 

(hemi)celulozolitice datorita utilizarii unui substrat complex de celuloza cu xilani, 

care nu contine compu~i toxici pentru microorganisme; 

./ Permite selectarea unor consortii microbiene compatibile care produc 

amestecuri de enzime cu actiune complementara asupra materialului vegetal cu 

un continut ridicat de siliciu, respectiv celulaze, xilanaze, silicaze ~i feruloil

esteraze; 

./ Include in cadrul consortiilor microbiene compatibile tulpini care produc 

(poli)peptidelor potentiatoare ale actiunii celulazelor, selectale prin tehnici care 

permit detectarea specifica a expresiei genelor care codifica penlru respectivele 

(poli)peptide. 

In conlinuare se prezinta exemple de realizare care ilustreaza inventia fara 

a 0 limila. 

Exemplul 1. Se prepara un mediu care contine 0 suspensie de silica gel 60 

(0.015-0.040 mm, dioxid de siliciu amort, CAS No. 7631-86-9, Merck Millipore, 

Darmstad, Germania) in concentratie de 1 % ~i care este gelifiat cu agar 2%. 

Mediul se autoclaveaza 15 min la 121 °C ~i apoi se race~te. Se adauga aseptic 

18ml din acest mediu pe 0 placa Petri ¢ 9 cm (suprafata -60 cm\ pentru a obtine 

un stral de 3 mm grosime care contine 0 suspensie de bioxid de siliciu amort. 

Se prepara un mediu minimal care contine la 1 Utru: Na2HP04 (anhidru) 6 

g; KH2P043 g; NaCI 0.5 g; NH4CI1 g, 10 9 complex de celuloza cu xilani ca unica 

sursa de carbon !?i noua microelemente, in urmatoarele concentratii finale: MgS04 

1 mM; CaCh 0,1 mM; (NH4)6Mol024'4H20 3x10-9 M; I-hB03 4x10-7 M; CoCh . 6 
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H20 3x10-8 M; CuS04.5H20 1x10-8 M; MnCh-4H20 8x10-8 M; ZnS04. 7H20 1x10

8 M; FeS04.7H20 1x10-6 M (Reactivi proveniti de la Merck Millipore, Darmstadt). 

Complexul de celuloza cu xilani folosit mai sus se prepara dupa urmatoarea 

reteta: 10 9 de celuloza microcristalina (Avicel@ PH, FMC Health and Nutrition, 

Philadelphia, PA) ~i 0,75 9 de xilan (750 mg) se suspenda in 1000 ml tampon 

citrat cu tarie ionica de 1 moliL (preparat prin adaugare a 50,73 9 de NaCIIa 1000 

tampon citrat 50 mM pH 5,0). Se mentine la temperatura de 50°C timp de 6 

ore, pe agitator orbital (200 rpm). Se centrifugheaza 10 min la 10.000xg. 

Sedimentul, complex celuloza microcristalina cu xilan, se usuca la vid la 105°C, 

timp de 4 ore. Pulberea uscata rezultata se utilizeaza ca unica sursa de carbon in 

mediul de cultura minimal. 

Se realizeaza mai intai mediul cu principalele saruri l}i complex de celuloza 

cu xilani, apoi se aduce pH la 7,4 cu NaOH. Mediul minimal se gelifieaza cu agar, 

25 gil. Mediul gelifiat se sterilizeaza prin autoclavare 20 min la 121°C l}i apoi se 

adauga micro-elementele, prin diluarea unor solutii stoc sterilizate prin ultrafiltrare, 

adaugate in volumele necesare pentru atingerea concentratiei finale in mediul de 

cultura. 

Se adauga 42 ml din mediul minimal cu complex celuloza - xilani peste 

stratul gelifiat care contine bioxid de siliciu amorf pentru a avea un strat de 7 mm 

din mediu gelifiat cu 2,5% agar ~i care contine 0 suspensie de 1 % complex de 

celuloza cu xilani. Mediul se inoculeaza cu izolatele microbiene de testat. Se 

incubeaza la temperatura de 28°C, timp de 3 zile. Dupa 3 zile se identifica la 

stereomicroscop tulpinile care cresc abundent pe mediu minimal ~i care produc un 

halou clar in stratul inferior care contine bioxid de siliciu amorf. 

Se reveleaza activitatea feruoil-esterazei. Aceasta se face prin: depunerea 

peste placile in care s-a realizat selectia tulpinilor care cresc pe medii cu unica 

sursa de carbon celuloza complexata cu xilani ~i care produc silicaza a 18 ml de 

solutie agarizata cu 3% agar, care contine 0,2% ferulat de etil, etil 3-(4-hidroxi-3

metoxifenil)acrilat, pentru a realiza un strat de 3 mm mediu agarizat. Se incubeaza 

timp de 6 ore la temperatura camerei 9i se evidentiaza prezenta halourilor clare in 

coloniilor producatoare de feruoil-esteraza. 

In paralel se desfa~oara un experiment de selectie a tulpinilor care produc 

(poli)peptide amplificatoare ale enzimelor destinate biorafinarii materialului 
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vegetal, prin identificarea exprimarii secventelor de acizi nucleici care codifica 

pentru respective Ie tulpini. 

Tulpinile de microorganisme analizate se cultiva pe medii lichide continand 

1% glucoza ~i 0,05% peptona. Mediile sunt inoculate cu 1x10-6 propagule (conidii 

ale fungilor presupu~i producatori de polipeptide amplificatoare ale enzimelor 

destinate biorafinarii materialuJui vegetal) per ml ~i se cultiva timp de 3 zile, pe 

agitator incubat, la 28°C ~i 200 rpm. Se recolteaza biomasa ~i se ingheata in azot 

lichid. Probele de biomasa inghetata se macina fin, iar din pulberea de biomasa se 

extrage ARN total cu reactiv TRlzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, SUA), conform 

instructiunilor producatorului. Pentru purificarea ARN probele se trateaza cu DN

aza I libera de RN-aza (Fermentas, Thermo Fisher Scientific - Antisel, Bucure~ti, 

Romania), conform protocolului producatorului. 

Evidentierea exprimarii genelor care codifica pentru (poli)peptide 

amplificatoare ale enzimelor destinate biorafinarii materialului vegetal se face prin 

cuantificarea transcrierii genelor respective prin amplificarea enzimatica in timp 

real a ADN rezultat prin revers transcrierea ARNm corespunzator respectivelor 

gene, cu utilizarea unor secvente de primeri specifice pentru genele epl1 ("eliciting 

plant response-like") sau sm1 ("small protein 1"). Respectivele gene codifica 

polipeptide din familia cerato-plataninelor care actioneaza asupra legaturilor fizice 

(de hidrogen, dipol-dipol, 1C-1C, Van de Waals). 

o cantitate de 2 I-Ig de ARN total tratat cu DN-aza este supus revers

transcrierii la ADNc cu SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen), folosind 

oligo-dT primeri. ADNc sintetizat este cuantificat cu un spectrofotometru Nanodrop 

(Thermo Scientific) ~i folosit ca matrita pentru amplificarea enzimatica in timp real 

(real time RT-PCR). Primerii folositi sunt eei descri~i de Djonovic et al. 2006, 

Molecular Plant-Microbe Interactions 19, 838-853, pentru sm1 ~i de Seidl et al. 

2006, FEBS Joumal273, 4346-4359 pentru epl1. Orice alti primeri descri~i in 

literatura se pot utiliza pentru a detecta exprimarea (poli)peptidelor care amplifica 

activitatea enzimelor implicate in destructurarea matricei lignocelulozice datorita 

efectelor de slabire a legaturilor fizice care stabilizeaza respectiva matrice 

proteica. DateJe de exprimare sunt evaluate cu ajutorul unui software specializat, 

ca de ex. REST (Pfaffi et al. 2002, Nucleic Acids Research, 30, e36). Orice alt soft 

similar se poate utiliza. 
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Se selecteaza consortiile compatibile din tulpinile selectate Tn etapele 

anterioare care produc celulaze, xilanaze, silicaze ~i feruloil-esteraze ~i/sau 

(poli)peptide amplificatoare ale actiunii celulazelor, printr-un procedeu de Tnalt 

randament. 

In cadrul acestei etape se compara dezvoltarea coloniilor cultivate separat 

pe 0 placa cu 96 de godeuri, cu mediu mineral minimal, gelifiat cu 2% agar, care 

contine ca unica sursa de carbon 1 % complex de celuloza cu xilani ~i a coloniilor 

co-cultivate Tn matrice de 96 de colonii, rezultate din 12 tulpini microbiene 

distribuite randomizat Tn 8 repetitii pe acela~i mediu mineral minimal. 

Tntr-o placa Cellstar® OneWell Plate™ (Greiner Sio-One, Frickenhausen, 

Germania) se adauga aseptic 63,2 ml de mediul minimal - complex de celuloza cu 

xilani - agar, lichefiat la 48°C, pentru a forma un strat de mediu de cultura cu 

grosime de 8 mm. Mediul se lasa la temperatura camerei Tn conditii aseptice 

pentru a se raci ~i solidifica. Acest strat de mediu de cultura agarizat se 

inoculeaza, axenic, cu 12 tulpini/izolate de testat, distribuite randomizat Tn 8 

repetitii. Inocularea se realizeaza cu mici cantitati de inocul lichid, prelevat cu 

ajutorul unui replicator de inox cu 96 pini (Multi -SloFM Replicator System, V&P 

Scientific, San Diego, CA, SUA), dintr-o placa cu 96 de godeuri Tn care s-a realizat 

axenic in mediu lichid diluarea ~i randomizarea tulpinilor/izolatelor de testat, 

conform celor descrise Tn continuare. Tntr-o placa cu 96 de godeuri se distribuie 

aseptic tampon fosfat salin steril, c~Ue 225 IJI Tn fiecare godeu. Culturile re

Tmprospatate din tulpinile de testat, realizate Tn mediu lichid specific prin cultivare 

timp de 24-48 ore (Tn functie de tipu de microorganism utilizat Tn experimente), se 

normalizeaza prin dilutie la 107 ufc/ml. Din aceste culturi se preiau 25 IJI care se 

aduc axenic peste cei 225 IJI tampon fosfat salin steril, conform unei schemei de 

randomizare care este prezentata Tn tab. 1 de mai jos. 

Tab.1. Schema de randomizare a celor 12 tulpini Tn 8 repetitii aplicata pentru placa 

cu 96 godeuri. 

1 I 2 i 3 4 5 6 7 I 8 I 9 10 11 12 
6 t-11.I ~. 7 _12 3 8 I 9 4 S 10 1 

B 12 ~U_-7_ -- 9 4 8 10 1 S 11 2 6 
C 4 8 t9t-1 S 10 2 6 11 3 7 12!=t±=- 8 2-f----!L-~- 3 7 9 

ii
"-12--I-Il-1--T 6 ------w- 2 

11 4 I 5 +_10 3 6 9 2 7 12 1t' 
6 8 5e-~ ~ =- 1 I ~o ~1~=1=1- ~ i 1 I ~ -+ 10 2 1 1; 

__ H --9-- 1 I 6 12. 2---t--s--tTI--t 3 1 8 10, 4 7 
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Replicatorul de inox se sterilizeaza prin flambare, se race!?te ~i apoi se 

scufunda In placa de 96 godeuri In care s-a realizat axenic In mediu lichid diluarea 

~i randomizarea tulpinilor 1 izolatelor de testat. Pe fiecare pin se preiau cate 10-20 

1-11 de inocullichid, cu 106 ufc/ml, datorita aderentei lichidului la suprafata metalului. 

Aceasta mica cantitate de inocul este transferata pe stratul superior de mediu de 

cultura agarizat, prin presarea u!?oara a replicatorului cu 96 pini pe suprafata 

respectivului mediul de cultura. 

Placa inoculata se incubeaza timp de 60 - 120 ore, la temperatura de 30°C. 

Din 12 In 12 ore se preiau imaginile coloniilor de microorganisme, cu ajutorul unui 

sistem de fotodocumentare (G-Box Chemi XRQ, Syngene, Cambridge, Marea 

Britanie). 

In para!el se realizeaza 0 placa mart~r, In care fiecare colonie din izolatele 1 

tulpinile microbiene testate se dezvolta separat. Pe 0 placa de microtitrare cu 96 

godeuri cu fund plat (Corning® Costar® cell culture plates, Corning, NY, SUA), se 

distribuie cate 325 1-11 de mediu minimal mediul minimal - complex de celuloza cu 

xilani - agar, la temperatura de 50°C, pentru a forma un strat cu grosime de 8 mm. 

Cele 12 tulpini/izolate distribuite randomizat In 8 repetitii conform tab.1 se 

inoculeaza cu ajutorul unui replicator cu 96 pini, care a fost In prealabil sterilizat 

prin flambare-

Placile martor cu 96 de godeuri In care microorganisrnele inoculate se 

dezvolta individual, fara a interactiona, se incubeaza timp de 60 - 120 ore, la 

aceea!?i temperatura ca ~i placile cu un singur godeu In care microorganismele 

interactioneaza. Din 12 In 12 ore se preiau imaginile coloniilor de l11icroorganisme 

dezvoltate in fiecare godeu, cu ajutorul unui sistem de fotodocumentare (G-Box 

Chemi XRQ, Syngene). 

Exemplul2. Se lucreaza ca in exemplu 1, cu urrnatoare diferenta: In etapa 

de identificare !?i selectare a microorganisrnelor producatoare de amplificatori ai 

actiunii hidrolazelor asupra materialului vegetal se folosesc primeri specifici pentru 

gena Yoaj - Expansin (EXLX1) , cum sunt eei descri~i de Cervantes et al. 2016, 

Journal of Animal Science 94, S5, 791-791, sau ems (cellulose microfibril swelling 

enzyme) descri!?i de Haque et al. 2015, Process Biochemistry, 50, 807-815. 
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REVENDICARI 


1. Procedeu de selectie al consortiilor de microorganisme destinate 

biorafinarii materialului vegetal cu conti nut ridicat de fito-siliciu caracterizat prin 

aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: selectia tulpinilor care cresc pe 

medii cu unica sursa de carbon complex de celuloza cu xilani ~i care produc 

feruloil-esteraza ~i silicaza, prin cultivare pe un mediu agarizat specific cu doua 

straturi, urmata de relevarea activitatii feruoil-esteraze; selectia tulpinilor care 

produc (poli)peptide amplificatoare ale enzimelor destinate biorafinarii materialului 

vegetal, prin cuantificarea expresiei secventelor de acizi nucleici care codifica 

pentru respectivele peptide; selectia consortiilor compatibile formate din tulpini 

selectate in etapa 1 ~i 2, prin co-cultivarea acestora pe mediu mineral minimal, 

gelifiat cu 2% agar, care contine ca unica sursa de carbon 1 % complex de 

celuloza cu xilani. 

2. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca mediul 

agarizat pe care se realizeaza selectia tulpinilor este format din doua straturi, unul 

inferior, in grosime de 3 mm, care contine 0 suspensie de bioxid de siliciu amorf, 

Tn concentratie de 1 % ~i este gelifiat cu agar 2%, ~i un strat superior cu mediu 

minimal mineral, Tn grosime de 7 mm, gelifiat cu 2,5% agar, care contine 0 

suspensie de 1 % complex de celuloza cu xilani. 

3. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca selectia 

tulpinilor se face prin identificarea celor care cresc abundent pe mediu minimal ~i 

care produc un halou clar In stratul inferior care contine bioxid de siliciu amorf. 

4. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca relevarea 

activitatii feruoil-esterazei se face prin depunerea peste placile Tn care s-a realizat 

selectia tulpinilor care cresc pe medii cu unica sursa de carbon celuloza 

complexata cu xilani ~i care produc silicaza, a unui strat de 3 mm mediu agarizat 

cu 3% agar, care contine 0,2% ferulat de etil, incubarea timp de 6 ore la 

temperatura camerei ~i evidentierea halourilor clare In jurul coloniilor producatoare 

de feruoil-esteraza. 

5. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca identificarea 

tulpinilor care produc (poli)peptide potentiatoare ale enzimelor destinate 

1 




~cD 

a 2016 00948 29/11/2016 

biorafinarii materialului vegetal se face prin detectarea specifica a expresiei 

genelor care codifica pentru respectivele (poli)peptide, prin amplificarea 

enzimatica in timp real a ADNc rezultat prin reverstranscrierea ARNm 

corespunzator respectivelor gene. 

6. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca selectia 

consortiilor compatibile formate din tulpini selectate se realizeaza printr-un 

procedeu de ina It randament, prin compararea dezvoltarii coloniilor cultivate 

separat pe 0 placa cu 96 de godeuri, cu mediu mineral minimal, gelifiat cu 2% 

agar, care contine ca unica sursa de carbon 1% complex de celuloza cu xilani ~i a 

coloniilor co-cultivate in matrice de 96 de colonii, rezultate din 12 colonii distribuite 

randomizat in 8 repetitii pe acela~i mediu mineral minimal. 
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