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(57) Rezumat:

Prezentainventie se referd la un biofilm polizaharidic cu
actiune antimicrobiand, destinat utilizarii Tn industria
alimentard. Procedeul de obtinere a biofiimului se
realizeazd n conditii controlate de pH, temperatura,
folosind un mediu specific, permitdnd obtinerea cu
randament mare a unui polizaharid extracelular.
Produsul conform inventiei este constituit dintr-un
polizaharid extracelular sintetizat de arheea extrem
halofila Haloferax mediterranei, obtinut Tnr urma
cultivarii microorganismului pe mediu cu continut ridicat
de NaCl.
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Uy Descrierea mventici. conform prevederilor art. 14 aling (1) 1oy din leee, va confine
urmdtoarele:

a)y uthul mventict. asa cum acesta w Tost indicat in cererea de brevet de inventie. intr-o
formulare clard $1 conersa a inventicl revendicate. fard sa o divulee st e a contine denumiri
fniesiste:

Biofilm polizaharidic cu actiunc antimicrobiana

b) precizaren domeniulul tehnic Ia carese refera mventia:
Industrie alimentara

¢) presentarea stadutur iehnieti considerat de solicitant a 11 necesar pentru ingelegere,
cercetarea documentard stoexaminarea cererii de brevet, cu mdicarea documentetor care 1l
lundamenteasa: se prezima cel putin o solutie consideratd ceca mar apropiatd de inventia
revendicatd: o situagia in care stadiul tehnieti cuprinde st cunoytinte tradifionale: aeestea vor
{1 indicate explicit in deseriere. inclusiv sursa acestora. dacd este cunoscutd:

Din cele mat vechi timpurt oamenti au claborat metode pentru conservarea alimentelor
prin mhibarca dezvoltart microorganismelor patogene. Principala zona de contaminare a
alimentelor  este suprafata. Pentvu o controla aparttia st dezvoltarca  superliciala a
microorganismelor nedorite in procesele de manipulare, transport, depozitare. se pot folosi
substante anumicrobtene inglobate in matertalul ambualajului sau in 1lme de acoperire.
Aceasta duce fa cresterea duratet de pastrare st umbunatateste siguranta alimentelor.

Au lost testati o serie de compusi privind actiunca antimicrobiana in stratucile
superficiale. Dintre acestia mai des utilizati sunt:
- agentt antimierobieni folositi de obicei in produsele alimentare: sorbati.acid p-aminobenzoic
mn biolilme de celuloza sau proteine:
- surfactantt anontet continand  grupart alchil sulfonat sau sultat sau acizi: malie. citrie
utilizat ca agenti antmicrobieni in caserolele absorbante pentru carnea proaspata sau

refrigerata {Cha and Channan, 2004):

- materiale care incontact cu apa sau vaporii de apa emit radiati infracosii. eficicnte impotriva
nmucrooreanisimelor, tara riscurt asociate cu radiatile cu energie mare (Brody, 2001):
- bacteriocine: substante de natura proteica cu elect antimicrobian produse de anumite
microorganisme. care sunt acceplate ta utilizavea n alimente - de exemplu nisina (Hoover and
Steevenson. 19939,

Tendinta actuala legata de alegerea agentilor antimicrobieni este spre utilizarca

materialelor biologice care au actiune anumcrobiana superficiala, fara sa e necesara
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migrarea componentulut antimicrobian din ambalaj in produs pentru ca acesta sa [ie eficient.

precum filmele biopolimerice. Se pot detini trei cateeorii de biopolimeri:
- bropolimert extrasi direct din surse vegetale: amidon.celulova. proteine:

- bropotimeri produsi sintetic din monomeri natura

L
- biopolimert produst de microorganisme: polizaharide. polihidroxibultirat.

O tendinta actuala este de folosive a bropolimerilor de origine microbiana ca agenti
antimicrobient.

Bactertile seereta in mediul exterior exopolizaharide organizate sub lTorma ¢

¢ capsule
sau mucus. Rolul exo-polizaharidelor este complex st anume pot avea rol structural (in
membrana celulara) sau de a se atasa la suprafete. contribuie la imbunatatirea preluarii de
nutrientt. la protectia bucteriilor Fata de diferiti factort din mediu. actioneaza ca molecule de
senminalizare e sistemul de reglare homeostazie (Igbal et al.. 2002) (Wingender et al., 1999).

Polizaharidele nu sunt toxice. Pot aved o pevmeabilitate selectiva la dioxid de carbon.
oxigen st prin aceasta pot influenta respiratiac produsclor in cazul cand sunt utilizate ca
bioltlme de protectie. Constituie o slaba bariera de vapori. astfel ca vaporii formatt in produs
vor I elminati fara sa condensceze Lo tuterlata produs-biolilm st s activeze devvoltarea de
microorganisme (Park et al., 1994).

La ora acwala alginatii se utihizeaza ca biotilime de acoperire pe diterite produse

alimentare. Alginatit sunt obunuti din alge sau sumt seeretati de bactern. Filmul de alginat se

bazeaza pe formarca gelurilor cu ioni di- si trivalenti; mai frecvent se utilizeaza iont de caleiu
(Braceint and Perez. 2001). Multe studii prezinta rezultatele pozitive obtinute prin lolosirea
filmelor de alginati pentru produsele din peste. carcase de miel. carne de vita transata st pui
releritor la mentinerea caracteristicilor senzoriale. preveniren contaminarii cit microorganisme
sta prerderni de sue.

[0 ultima vreme se manifesta un neres crescut pentru nicroorganisme ce se dezvolta
in conditii extreme. Acest interes este justificat de caracteristicile unice fa nivel genetic,
"~ biochimic. hizologic st evolutiv al acestora (Oren. 2002a). Pe langa acestea. ele deschid multe
perspective biotehnotogiilor. Unul dintre aceste microorganisme. care se dezvolta in medi
puternic saline este Hedoferax mediteraned.

Haloferax mediteranei este o archebacterie extrem halolila apartinand  familiel
Halobacteriaceae. ordinul Halo-bacteriales, domeniul Archaca. Se dezvoltr la concentratil
foarte ridicate de sare (18-23%), la ptl ncutru (7.2-7.4) si la temperaturt intre 35-43°C.
Neceesarul de magneziu este sioel ridicat (0,01-0.04M). Microorganismul  prezinta  un
metabolism chemoorganotrolic aerob (Oren. 2002a). Datorita tolerantei la sarc acest
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microorganisi poate fi cultivat fara masuri suplimentare de sterilitate. ceca ce poate reduce
costurile de cultivare si poate 11 atractiv pentru productia industriala (Oren. 2002b).

Principalii metaboliti sintetizatl de acest microorganisim sunt:

- polihidroxibutivatul produs in cantitate mare si care poate 1 utilizat ca un material plastic
blodegradabil:

- polizaharide rezistente a concentratii mari de sare:

- enzimie stabile in conditit extreme de osmolaritate. temperatura. sau solventi organici:

- proteine antinicrobiene denumite halocine(Kis-Papo and, 2000).

Exopotizaharidul produs de Haloferax mediteranes (EPS) prezinta un interes deosebit
datorita structurtt st proprietatifor lut. Bl contine acizi vronict st esteri sulfat care sunt
responsabile e interactiunile zahavuri-proteine si de functit biologice. Ca monomert. EPS
contine  hexosze neutre (manozz. galactoza.elucoza) st aminozahavurt (glucozamina s
calactozamina). Studiile de structura (Parolis et al.. 1996) veleva o molecula lineara cu o
seeventa de trizaharde:
—h-p-D-GlepNAcA-(1—0)-u-D-Manp-(1—4)-B-D-GlepNACA-3-0-50 (1 —

Studiul proprictatilor reologice arata ca solutile de exopolizaharid au comportament
viseos stopscudoplastic ca viscozitatea creste considerabil cu concentratia sioeste stabila la
modiiicarca conditiilor de temperatura st salinitate in Jimite destul de laret (vlironeseu and

i

Mironescu. 201 1), Studii mai recente scot in evidenta faptul ca EPS pot avea suucturt diferite

[unctice de salmitatea mediulul (Mizarakhmetova et al.. 2001) (Mironescu and NMironescu,
2004, La salinitat mart, fonii de sodiu neutralizeaza gruparile acide siparticulele devin
sterice. Fiste posibila in aceste conditii gelitierea st agregarea prin legaturt de hidrogen.

In literatura nu exista referinte privind utilizarea polizaharidului din Haloferax
mediteranel e biolilm antimicrobian,  dar compozitia.  structura st proprictatile sunt

argumente pentru utihizarea sa in structura brofilmelor antimicrobiene.
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Alimentele proaspete pot contine microorganisme contaminante atat la suprafata cat si
i interior. Daca aceste microorganisme nu sunt distruse. cle constituie un pericol pentru
sunatated umana. In mare pericol de com;mlinilre sunt produsele de origine animala care s
pierd imunitatea 1 procesul de prelucrare. La produsele de carne stopester mai ales daca

animalul a fost sanatos. contaminarea superticiala este principala sursa de microorganisme.
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Aplicarea biofilmelor antimicrobicne este o solutie pentru cvitarca accestui aspect.
Studiul nmicroorgamsmutut ce se dezvolta in conditii extreme, arheea extrem halolila
Haloferax mediterranei. a scos in evidenta Taptul ca produce un polizaharid a carui structura
stproprietati ne permit sa consideram ca poate i folosit ca biofilm antimicrobian.

Brevewl are ca obiectiv obtinerea unut biolilm pe baza de polizaharid sintetizat
extracelular de /0 mediterranes care sa aitba actiune antimicrobiana si sa fie aplicabil pe
alimente. Pentru aceastin, se va tesla actiunea antimicrobiana pe microorganisme patogene si
comportarea biolilmulut pe esantioane de produse alimentare pentru stabilivea tipurilor de
microorganisiae sensibile i accasta actiune, precum st a modulut de tratare a produsulul
alimentar cu biofilm,

Sarca are actiune conservanta asupra alimentelor. Se va testa si posibilitatea de

tolostre asarn care exista deja in componenta substratului de cultivare a microorganismului.

Clooxpunered imventicl. asa cum oste revendicatd, astlel inedt problema tehnicd. chiar
daed e presentatd explicit st migloacele prin cave acesta a lost rezoalvatd s poatd {1 intelese
de catre o per-oand de specialitate in domeniu: i cazul in care deserierca cuprinde un grup de
B entin care cespectd conditin deounitate ainventicl. expuncred fieedret iventin din grup se
ctectueasa i mod disunet:

Aceustainventic se vefera la folosirea unut hiofilm polizahavidic cu  actiune
antimicrobiana pe alimente, in scopul conservarii lor.

Biolilmul este obtinut prin cultivarca arheet Haloferax mediterranei pe un substral
foarte bogat in sarurt. Se foloseste amestecul rezultat, cu st fara celule sau sarurt. care este
uscit st nwent. Pudra rezultata poate i pastrata timp indelungat. Brotilmul este obtinut prin

dispersarea i solutie salina sau apa a pudret in proportie 1:30 pana la 1:100. Biofilmul ave o

struetura discontinua, cu aglomerart de BEPS amestecate cu enstale de sare s1 celule, amestecul
fiind dispevsat intr-o solutic saling. Biotihwul are actiune de inhibare a cresteril bactertilor
patogene Lxcherichia colic Stapliylococcus aurens, Pycudomonas aeruginosa si de stagnare a

cresterit bacterulor din genul Salmonella.

Biofilmul se foloseste ca atare pe alimentele care sunt conservate in mod obisnuit prin

savare. precum pestele. Pentru aplicarca biotilmulut, pestele se nmerscaza divect in lichid st se

mentine un tmp scurt. Dupa aceea, pestele se relrigereaza (pentru depoziturea de scurta

&

durata) sau se congeleaza (pentru depozitarea de durata lunga).

Inaintea folosirii in alimentatie. pestele se spala cu apa, pentru indepartarca

bofitmulut (aleatuit din saruri st polizahavid, ambele solubile in apa). astfel ca pe produs nu

/7
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mal ramane nimie din biotilmul aplicat. Pestele poate fi consumat ca atare sau preluerat,

pentru obtinerca de diverse alte produse.
D precentarea avyangjelor inventiet i raport cu stadiul tehnicii:

Lanivel conceptual. utitizarcea acestur biolilm prezinta mai multe avantaje:

*  1PS sintetizat de microoganismul extrem halolil faloterax mediterranei este adaptat la
concentratt saline foarte ridicate (intre 150 si 250 ¢/, Luand i considerare aceasta
aduptare, concentratiile mact de sare tn biotilm nu vor atecta structura bropolimeruluis

¢ Biohlmul are in compovitia sa cantitati foarte mari de sare. cu activine de conservare
alimentelor:

¢ Biofilmul are actiune antimicrobiana contra bacteriilor patogene.

La nivel practic. solutia prezentata este ieltina, deoarcee se foloseste NaCl existent
deja i medinl de cultura, Biotilmul poate £ construit diveet din supernatantul obtinut dupa
cultivarea microorganismulut. O astlel de solutie reduce cantitatea de deseurt si costurile de
productic.

Filmul  antimicrobian produs  astlel are caracteristict importante:  este natural,

Diodegradabil. se obtine i cantitati controlate st poate 11 indepartat usor de pe produs.

) presentarea. pe sewrt a lparitor din desene. dacd acestea exist:

Figurile prezinta schematic etapele de Tucru.

Prima figura reprezinta schema tehnologica de obtinere w mocului.

A doua Neura veprezinta schema tehnologica de la cultivare u microorganismulut.

A treia Neura reprezinta schema tehnologica de obtinere a pudret (sau lichidului. in
[unetie de solutia aplicata) cave sta la baza biofilmului.

A patra figura reprezinta schema tehnologica de obtinere, aplicare siindepartare a

brofilmului.

o preentarea e detaliu acel putin umi mod de realizare @ mventier revendicate,
utilzmd excrip

cacolo unde este cazul stocu rélerive Ta desene, dacd acestea existd: in cazul

unor vartante derealizares se prezintd cel putin un excinpht ¢
RITRIRE

¢ realizare pentru Necare

In continuare se dau ctapele de realizare a inventiet:

Itapa 1: Obtinerca inocututui
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Mediu de cuttura penuru obtinerca inoculului are urmatoarca compozitic: NaCl 123 o/l

MeChxolLO S e/l KaSO4 S o/l CaChx2H,0 0.133 g/l KELPO, 0.025 o/1: extract de drojdie

o o

S o'l peptond 3 g/l elucoza 2 g/l Se ajusteaza plH-ul la 7.2 cu solutie KOTL 4N, se sterilizeaza
mediul de cultura Ta 1217°C. 20 minute. se raceste si apoi se adauga o cantitate mica de cultura
pura de Haloferax mediterrane’ {DSMZ Germany ).

Cultura este erescutd (activatd) pe mediul de cultura la temperatura de 387CL cu agitaye
continua la 300 rpm tmp de 72 h pentru obtinerea inoculului.

Ltapa 2: Cultivarea microorganismului

Culuvarea este condusd n sistem batch. La culuvarca fai /4 mediterranei trebuie
fofosita o stlatie care sa indeplineasca urmatoarele cerinte minimale: constructie rezistenta
la coroziune vimediul de culturd are actiune puternic coroziva); sistem de agitare st acrare;
sistem de control st reglare a pll-ului st temperaturii pe ot parcursul culuvarii. Pe toata durala
cultivarii se controleaza pH-ul (7.2...7.5) s1 temperatura (38°C...43 YCYy siose fuce acrare cu
acr sterthizat (Hminut.
Ca mediu nutrioy se foloseste un mediu natural ce contine: NaC'l 200...300 ¢/ clorurt

L0150 ¢/ magneziu 30...60 mg/l: sodiu 200...400 mg/l: caleiu 500...800 mg/l: sulfat

e
J
J

Aoazottotal 150205 o/l reziduual Ta 1057C 200...300 ¢/I. Mediul are conductivitatea

:
'
]

electrica 200250 mS/cm st duritatea 93...120°Ge. La initicrea culuvarii. in vasul de
cultivare se aduce cantitatea totala de mediu nutritiv (care se sterilizeaza in prealabil sau
divect n vasul de culivare ta 121°C 20 miauate) st apoi inoculul: raportul intre inocul s
mediul de cultivave este 133 pana fa 1:10, i funetie de cat de activ este ioculul st de cat de
mult se doreste sa se faca cultivarea. Pe toata durata cultivarii se controleaza pll-ul (7.2...7.3)
st temperatura (387C.. .43 °Cy. Cultivarca se considera terminata atunci cand mediul este
epuizat in sursa de azot (dupd 10-15 zile de cultivare).

Ia slarsitul cultivarii, amestecul ¢e consta din mediul nutvitiv epuizat in nutrienti.
celulele de A mediterranei st polizaharidul extracelular (EPS) se scoate din bioreactor. In
funcue de compozitia exacta a mediului nutritive randamentul este de 6...10 ¢/1 EPS st 4.7

o/l eelule.

litapa 3: Obtinerea pudrei/lichidului Ja baza biofilmului
Solutia A

Se mdeparteaza partial celulele prin centrifugare (8000 rpm. 1O minute ). Supernatantul

este difuat cu apa distilata in proportie amestéc:apa == 1:100 si se lasa la 47C tmp de 2 ... 3

6
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ore, Limp 1 care celulele ramase sunt lizate (:)morule). Sce mat face o centrifugare (8000 rpu.
FO minute). e supernatantul se concentreaza pana se elimina (oata apa distilata introdusa.
Proba este uscata la 00"C si apoi macinata fin. Se obtine un produs sub (orma de pudra care
contine fibre e de EPS amestecate cu cristale mici de sare. care s¢ pastreaza la 15...20°C
tmp indefungat. Pentru obtinerea biofilmului. produsul este amestecat cu apa in proportic

produsiapa - 130 pana la 1100, Se depoziteaza la 4°C inaintea folosiril.

Solutia B3

fn urma mdepartarit partiate a celulelor microbiene prin centrifugare (8000 rpm. 10
minute). in lichid raman wate sarurile st EPS. Proba esie uscata ta 607C st apot macinata fin.
Se obtine un produs sub formu de pudra care contine fibre {ine de IIPS amestecate cu cristale
mici de sare. care se marunteste si se pastreaza fa 15...20°C timp indelungat. Pentru obtinerca
biofthmulul. produsul este amestecat eu apa i proportic produsiapa — 1:30 pana fa 1100, Se

depozitcaza lo 47C inatntea tolosirii.

Soluti ¢

[n urma indepartari parctiale a celulelor microbiene prin centrifugare (8000 rpm. 10
minute). - lichid raman touate sarurile si EPS. Acesta se foloseste ca atare mediat dupd
separarea celulelor sau se pustreaza la 4°C timp de o saptamana, perioada tn care se poale

lolost ca biolilm.

Solutia D

Lichidul rezultat in urma indepartarii partiule a celulelor microbiene prin centrifugare
(8000 rpm. 10 minute) este supus dializei cu apa distilata la 4°C. pana cand conductibilitatea
apel de dializa atinge a valoarea foarte apropiata de a apet distilate folosite. Solutia de EPS
rezultata este lotilizata, Se obtine un produg sub forma de fibre. care s marunteste si s¢
pastreaza la 13...207C timp indelungat. Pentru obtinerea biolilmului, produsul este amestecat

cu apa in proportic produs:apa - 1:30 pana la 1:100. S¢ depoziteaza la 4°C inaintea folosirii.

Ictapa 4: Obtinerea si aplicarea biofilmului
Bioftlmul este aplicat prin imersarea probei (peste eviscerat). urmata de mentinerea

probet timp de aproximativ 1O minute in suspensia de biolilm, scurgerea si, eventual. uscarea

i 40...00"C. Pestele se pastreaza ¢a atare protejat de biotilm (dar durata de pastrare este
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sewrta, de maxim 2 zile), sau se retrigercaza (pentru depozitarea de scurta durata) sau se

congeleaza (pentru depozitarea de durata lunga).

Ftapa 3: Indepartarea biofilmului

Inaimtea folosirit in alimentatie. pestele se imerscaza in apa potabila in raportul 1:10
pana la LTS (v se mentine timp de 10 minute si apoi se spala cu jet de apa potabila timp de
2 minute. Se usuca produsul cu aer cald.

Aveasta tehintea permite indepartarca completa a biotilmului (alcatuit din sarurt si
polizaharid. ambele solubile in apa). astiel ca pe produs nu mat ramane nimic din biotitmul
aplicat. Pestele poate i consumat ca atare sau prelucrat, pentru obtinerea de diverse alte

produse.
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Revendicari

1. Biotehnologia de cultivare a microorganismului Haloferax mediterranei in sistem batch.,
caracterizata prin aceea ca se realizeaza in conditii controlate de pH, temperatura, folosind
un mediu specific st permite obtinerea cu randament mare a unui polizaharid extracelular

(EPS).

2. Biofilm polizaharidic cu actiune antimicrobiana. caracterizat prin aceea ca este constituit
din polizaharidul extracelular sintctizat de arheca extrem halofila Haloferax mediterrane,

obtinut in urma cultivarii microorganismului pe mediu cu continut ridicat de NaCL

3. Tehnica de aplicare si indepartare a biofilmului polizaharidic cu actiune antimicrobiana.

caracterizata prin aceea ca este non-invaziva si permite indepartarca completa a bioftlmului.



Etapa 1: Obtinerea inoculului
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Cultura pura de
Haloferax
mediterrancei

| Mediu de cultura: NaCl 125 o/l;

MoCl 6H-O 3 o/l KaSO, 5
CaCl"2H,0 0.133 o/1: KILPOy

o/l

0.025 g/l extract de drojdie 5 ¢/l:

peptond 5 g/l; glucoza 2 ¢/l

Solutie KOH 4n

A v

Ajustare pH la 7.2

v

Sterilizare
121°C. 20 minute
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Racire

38°C

il

Adaos cultura pura

i

Cultivare
38-43°C,
agitare 500 rpm
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Inocul

Kig. 1
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Ltapa 2: Cultivarea microorganismujui

lnocul Mediu de cultura: NaCl200...300 Solutie KOH 4lj
= . IF o/ clorum 110,150 o'l maeneziu
1:5-1:10 din = = =

30,60 merd: sodiu 200,400 mel:
calciu 300...800 mg/l: sullat 3.5..5 ¢ I
azot total 1,5...2.5 ¢/l: reziduul la
1057C 200...300 o/

mediul Jde culiura

;

Ajustare pllla 7.2

Sterilizare
121°C. 20 minute

v

\ Racire

380(‘1

v V¥
Adaos 1nocul

‘
Cultivare
38-43"C.

agitare 500 rpm.

aerare 1 l/min.

Cultura:
- biomasa (celule)
- sarurl
- polizaharid (1:PS)

Fig.
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Ltapa 3: Obtinerca pudrei/lichidului la baza biofilmului

Cultura:
biomasa (celule)
- sarurl
- polizaharid (1:PS)

1

Centritugare SO00
rpm. 10 minute

]

Supernatant

y i - * Solutia D
f Solutia A ] ‘ l_(ﬂ_l

Diluare cu apa Dializa cu apa
distilata 1:100 distilata la 4°C

Liohlizare
Solutia B

Mentinere 4'C.
A4

) 2. 30
Cenurifugare 8000
Ambalare

rpm. 10 minute
Depozitare

15...20°C

’Biomusa (celule H.
mediterrane’)

Celule H Solutia €

meditervane
lizate

Supernatant

Uscare 60°C Uscare 66°C

Maruntire

Ambalarc

Fig. 3

Depozitare
15...20°C

pozitare | | Dcpo;itarc
4[{](\1
Pudra B Lichid € Fibre fine D

Pudra A
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Proba (peste

_ PudenA [ [ pudvaB | [FibrefineD| [ Lichid C |
| i ]

Iig. 4

|
|
L

Amestecare cu apa

produs:apa = 1:50 ..

la 4°C

proaspat)

1100
' v
‘ Biofilm }
v X
{ lmersare J

A 4
Mentinere
10 minute

\ Scurgere J

A
Uscare
40...60°C

|

\ Depozitare

4°C/-18°C

Imersare in apa
P10 105 (viv)
A
Mentinere
10 minute

|

i 4

Spalare cu jetapa

2 mimute

|

Y

Uscave/zvantare

cut aer cald

Produs conscrv;ﬂ
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