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Procedeu pentru izolarea si purificarea violaceinei destinate

aplicatiilor biomedicale, din culturi de Janthinobacterium lividum

Inventia se referd la un procedeu pentru izolarea si purificarea violaceinei
destinate aplicatiilor biomedicale, caracterizat prin aceea ca furnizeaza solutii nalt
concentrate de violaceind in faza organica lichida, avansat eliberate de compusii de
insotire non-indolici regasiti in biofimele generate prin cultivarea bacteriei
Janthinobacterium lividum pe substraturi nutritive cu compozitie controlata, suplimentate
cu triptofan. Respectivele solutii contin violaceina individualizata la nivel molecular,
alaturi de fractii net minoritare ale unor co-metaboliti indolici imediat inruditi, fiind lipsite
de cristale sau agregate supramoleculare rezultate in cursul purificarii, fapt care fi
asigura dispersarea rapida si uniforma in medii apoase aglomerate macromolecular,
inclusiv prin asocierea fizica la catenele si gruparile laterale ale (bio)macromoleculelor,
precum si difuzivitate si biodisponibilitate ridicate. Violaceina obtinuta conform
procedeului brevetat, precum si compozitiile rezultate ca urmare a asocierii
acesteia cu diverse specii (bio)macromoleculare, sunt destinate aplicatiilor din
sfera biomedicala, fructificand activitatea sa antioxidanta, antimicrobiana, antitumoral3,
imunomodulatoare etc. Formele intermediare, avansat dar incomplet purificate,
rezultate conform procedeului, pot fi utilizate in cosmetica si dermato-cosmetica (drept
antioxidanti, pentru ecranarea impotriva radiatiilor ultraviolete, ori ca agenti de
nuantare), iar formele reziduale dar inca bogate in violaceina si derivati ai acesteia sunt
utilizabile ca pigmenti si fotostabilizatori de uz tehnic.

Violaceina este un metabolit secundar biosintetizat de o serie de bacterii Gram
negativ, cu rol de inhibitor al dezvoltarii speciilor bacteriene concurente, mai ales a celor
de tip Gram pozitiv, cand acestea din urma tind s& constituie colonii in mediul imediat
apropiat. Ea asigura si protectia coloniilor bacteriene impotriva energiei radiante. Ca
specie chimica, violaceina este un derivat di-indolic, cu caracteristici de nano-pigment

insolubil in apa si in solutile apoase ale electrolitilor uzuali, atat mic-, cat si macro-
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moleculari. Conform nomenclaturii IUPAC, ea este o (3E)-3-[5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-
2-oxo-1,2-dihidro-3H-pirol-3-iliden]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ond, cu masa moleculara de
343.336 Da. Bacterile o biosintetizeaza pornind de la aminoacidul triptofan, sub
controlul unui lant alcatuit din cinci enzime specifice, codificate genetic, supus reglajului
temporal si cantitativ prin mecanismele sensibilitatii la cvorum (Duran N., Justo G.Z,
Duran M., Brocchi M., Cordi L., Tasic L., Castro G.R., Nakazato G., Advances in
Chromobacterium violaceum and properties of violacein-Its main secondary metabolite:
A review, Biotechnology Advances, 34, 2016, 1030-1045). Drept urmare, randamentul
biosintezei intracelulare si puritatea produsului ca specie moleculara sunt extrem de
ridicate. Spre deosebire de situatia in care bacteriile producatoare se dezvolta spontan
in mediul lor natural, in conditiile cultivarii acestora pe medii cu compozitie controlata,
calea de biosinteza deviaza nesemnificativ in cadrul coloniilor si in timp, ceea ce face
ca violaceina sa fie insotitd doar de fractii infime de co-metaboliti indolici inruditi,
parazitari, cel mai adesea de forma sa redusa, deoxi-violaceina (care are aceleasi
caracteristici functionale, dar este mai hidrofobd) si uneori de un tetra-indol,
cromoviridanul (Hoshino T., Violacein and related tryptophan metabolites produced by
Chromobacterium violaceum: Biosynthetic mechanism and pathway for construction of
violacein core, Applied Microbiology and Biotechnology, 91, 2011, 1463-1475).

Avand caracteristici de nano-pigment, violaceina este un compus puternic
hidrofob (si deci lipofil). Conform PubChem Open Chemistry Database, coeficientul de
partitie octanol : apd calculat utilizdnd algoritmul XLogP3-AA este de 1,9 pentru
violaceina si de 2,2 pentru deoxi-violaceina, la 25 °C. in contextul unei diferente atat de
mici a valorilor respectivului coeficient, separarea celor doua specii de co-metaboliti
este dificila si, daca aplicatiile vizate nu o impun cu stringentd, se evitd (Fang M.-Y.,
Zhang C., Yang S., Cui J.-Y,, Jiang P.-X., Lou K., Wachi M., Xing X.-H., High crude
violacein production from glucose by Escherichia coli engineered with interactive control
of tryptophan pathway and violacein biosynthetic pathway, Microbial Cell Factories, 14
(8), 2015, DOI 10.1186/s12934-015-0192-x). in medii slab polare ori polare si cu
constanta dielectrica mare, violaceina tinde sa agrege supramolecular si sa formeze
dispersii la limita stabilitatii coloidale, care separa prin precipitare, in mod ireversibil,
atunci cind sunt supuse concentrarii. Prin indepartarea solventului ori a mediului de
dispersie, violaceina cristalizeaza. Precipitatele si cristalele uscate au culoare albastru-
inchis si punct de topire de peste 290 °C, fiind complet insolubile in medii apoase si
dificil ori doar partial solubile in faze organice, mai cu seama in cele cu compozitii

admise in aplicatiile biomedicale (pentru care se pot utiliza doar compusi biocompatibili
2

(¢



a 2018 00619 29/08/2018

prevazuti de Farmacopee, mai ales cand acestia au caracter hidrofob), la valori reduse
ale temperaturii, care asigura evitarea denaturarii speciilor biomacromoleculare. Din
acest motiv, atunci cand sunt vizate aplicatii din sfera biomedicala si a cosmeceuticii
care implica lucrul in medii apoase, se impune evitarea aducerii violaceinei in faza
solida, in cursul izolarii si purificarii acesteia.

Din punct de vedere taxonomic, specia Janthinobacterium lividum apartine
increngaturii Proteobacteria, clasa beta-Proteobacteria, familia Oxalobacteraceae,
genul Janthinobacterium (Gillis M., Logan N.A., Genus Janthiobacterium, in Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, Second Edition, Volume Two: The Proteobacteria,
Part C: The Alpha-, Beta-, Delta-, and Epsilonproteobacteria, Editori: Brenner D.J.,
Krieg N.R., Staley J.T., Springer Science Business Media Inc., New York, 2005, p. 636-
642). J. lividum este strict aeroba (avand nevoie de circa 20% oxigen molecular in
microclimatul in care se cultivd), mezofila (temperatura optima pentru dezvoltarea in
cultura este de 24 °C), osmotoleranta (suporta prezenta sarurilor in mediul de cultura,
dar numai in concentratii reduse) si nu sporuleaza (nu intrd in stare de latenta
metabolica, respectiv in regim de rezistenta la agresiunile mediului). Ca individ celular,
J. lividum este un bacil flagelat, cu lungimea de 1,8 + 6 um si diametrul de 0,8 + 1,5 um,
lipsit de anvelopa capsulara individualizata, dar care produce un amestec de
exopolizaharide, glicoproteine si glicolipide cu rol de liant al coloniei, care se constituie
intr-un pseudo biofilm. Se poate asocia in perechi sau Tn scurte lanturi. Dezvolta colonii
la valori ale pH-ului intre 7 si 8, iar sub pH 5 Tisi sisteaza multiplicarea. Este chemo-
organotrofé (necesitd surse de carbon organic pentru a-si derula lanturile metabolice
energetice), preferand citratul si ionii de amoniu drept nutrienti primari. Se dezvolta pe
medii simple, cu peptona si geloza, eventual solidificate cu agar si divers suplimentate.
Fiind practic nepatogena pentru adultul cu imunitate nealterata, cu J. lividum se poate
lucra in conditii de biosecuritate de nivel 1. Pentru decontaminarea suprafetelor se
poate utiliza alcoolul sanitar (prin pulverizare repetata si timp de contact de minimum 90
secunde), sau complexul de iod cu povidona 10 % (prin tamponare unica si timp de
contact de minimum 30 secunde). Instrumentarul si sticlaria se sterilizeaza prin
autoclavare timp de 30 minute la 121 °C, sau, dupa spalarea cu tensioactivi neionogeni
(0,3 % Triton X100) si clatire abundenta cu apa deionizata, prin expunere la radiatia
ultravioleta germicida (240 — 280 nm), timp de minimum 120 minute, pe toate fatetele.

Atunci cand cultivarea J. lividum se realizeaza in vederea producerii intensive a
violaceinei, mediul de culturd trebuie suplimentat cu L-triptofan. In urma privarii

indelungate de L-triptofan, bacteria sisteaza biosinteza de violacein, noile sale colonii
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devenind incolore. Suplimentarea cu ampicilina (in concentratie de circa 200 pg/mL) si
cu glicerina (la un adaos de circa 1 %, sau usor peste aceasta valoare) accentueaza
productia de violaceina, in timp ce glucoza o limiteaza (Pantanella F., Berlutti F.,
Passariello C., Sarli S., Morea C., Schippa S., Violacein and biofilm production in
Janthinobacterium lividum, Journal of Applied Microbiology, 102, 2007, 992-999). in
prezenta glucozei, indivizii de J. lividum ies din conditia metabolica de generare a
biofilmului si capatad un comportament planctonic (se separa unii de alfii si isi limiteaza
biosinteza de metaboliti secundari, pregatindu-se pentru a coloniza la distantad mediille
la care au acces). Productivitatea biosintezei de violaceina pe care J. lividum o asigura
si raportul nativ violaceina / deoxiviolaceina in biofilmul generat sunt suficient de ridicate
pentru a permite lucrul la scard semiindustriala, beneficiind de faptul ca bacteria se
poate cultiva pe medii solide depuse in strat subtire, din care este apta sa valorifice cu
randamente foarte ridicate compusii de suplimentare.

Din literatura de specialitate si din cea de brevete, este cunoscut faptul ca
violaceina este biosintetizata de bacterile competente in cantitate direct proportionala
cu adaosul de L-triptofan in mediul de culturad (Kothari V., Sharma S., Padia D., Recent
research advances on Chromobacterium violaceum, Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, 10(8), 2017, 744-752; Sebek O.K., Microbiological method for the
determination of L-tryptophan, Journal of Bacteriology, 90 (4), 1965, 1026-1031), ca se
regaseste preponderent sechestratda in membrana citoplasmatica a bacteriilor si doar
partial in (pseudo)biofilmul produs de colonii (uneori fiind asociata fizic cu polipeptide),
ca izolarea sa din respectivul biofilm se poate realiza prin preluare in solventi organici
(US Pat. No. 8883461B2 / 2014, Process for the production of violacein and its
derivative deoxyviolacein containing bioactive pigment from Chromobacterium sp.
(MTCC5522); US Pat. No. 8715754B2 / 2014, Chromobacterium bioactive compositions
and metabolites; Choi S.Y., Kim S., Lyuck S., Kim S.B., Mitchell R.J., High-level
production of violacein by the newly isolated Duganella violaceinigra str. NI28 and its
impact on Staphylococcus aureus, Nature Scientific Reports, 5:15598 / 2015, DOI:
10.1038/srep15598) si ca poate fi purificatd prin cromatografie in mediu de solventi
organici (Rodrigues A.L., Gécke Y., Bolten C., Brock N.L., Dickschat J.S., Wittmann C.,
Microbial production of the drugs violacein and deoxyviolacein: analytical development
and strain comparison, Biotechnology Letters, 34, 2012, 717-720; Shirata A.,
Tsukamoto T., Yasui H., Hata T., Haisaka S., Kojima A., Kato H., Isolation of bacteria
producing bluish-purple pigment and use for dying, Japan Agricultural Research

Quarterly, 34, 2000, 131-140), iar la final poate fi supusa concentrarii si precipitarii (US
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Pat. No. US7901914 / 2011, Microbiological method of the biosynthesis of natural blue-
violet colorants violacein and deoxyviolacein and the ultilization thereof) pentru a o
obtine sub forma de cristale solide. Dezavantajul major al procedeelor deja cunoscute
pentru obtinerea violaceinei prin biosinteza rezida in faptul ca aduc nano-pigmentul sub
forma de suspensie coloidala, de precipitat, ori de cristale solide. Pornind de la aceste
forme violaceina nu poate reforma solutii la nivel molecular atunci cand se dizolva in
medii apoase, iar dizolvarea sa in solventi organici conduce la solutii care sunt fie
nemiscibile cu mediile apoase, fie, din cauza solventilor, induc precipitarea ireversibila
si / sau denaturarea compusilor biomacromoleculari (in special a proteinelor) atunci
cand sunt dozate in soluti apoase aglomerate macromolecular. In plus, solventii
organici capabili sa dizolve violaceina solida fie nu sunt biocompatibili, fie, daca sunt
miscibili cu apa, nu stabilizeazd nano-pigmentul in masura suficienta pentru a-l mentine
in solutie dupa dozarea in medii apoase. Drept consecintd, atunci cind violaceina
urmeaza a fi utilizatd in aplicatii biomedicale ori cosmeceutice, pornind de la forme
solide ale acesteia nu se poate asigura o biodisponibilitate suficienta, iar supradozarea
induce deficiente majore, intre care citotoxicitatea si costuri nejustificate, la randamente
modeste de utilizare a produsului util, care nu este bio-activ sub forma de particule.

Problema pe care o rezolva inventia este legatd de obtinerea, in conditii de
lucru la nivel semiindustrial, a unor solutii concentrate de violaceina in faza organica,
stabile perioade lungi de timp in stare individualizata la nivel molecular, fara tendinta de
insolubilizare prin asociere supramoleculara, cu evitarea aducerii nano-pigmentului in
stare solida (intentionat sau accidental) atat pe parcursul izolarii si purificarii, cat si in
produsul final. Ca urmare a aplicarii procedeului brevetat si in virtutea formularii
ulterioare, solutiile de violaceina in faza organica devin rapid si omogen dispersabile in
solutii apoase ale (bio)macromoleculelor cu care se produc de regula substraturi (solide
si geluri) de interes biomedical, in ingineria tisulara, ori in cosmeceutica, asigurand atat
instalarea efectelor biochimice si biologice specifice violaceinei ca specie moleculara,
cat si o biodisponibilitate ridicatd a nano-pigmentului in mediile biologice cu care
substraturile citate vin in contact in cursul utilizarii lor.

in principiu, procedeul pentru obtinerea, izolarea si purificarea violaceinei
destinate aplicatiilor biomedicale, din culturi de Janthinobacterium lividum, procedeu
care face obiectul prezentei inventii, implica parcurgerea urmatoarelor etape, proiectate
pentru a asigura reproductibilitatea compozitionala a sarjelor, derulate toate in conditii
de sterilitate si de curatenie conforme reglementarilor corespunzatoare aplicatiilor finale
ale violaceinei:

b(
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i. —revitalizarea bacteriilor, prepararea preinoculului si a inoculului;
ii. —Tnsamantarea si cultivarea bacteriilor pe substrat solid;

ii. — prelevarea biofilmului generat de colonii, la finalul biosintezei;

iv. — separarea primara a violaceinei in solventi organici volatili;

v. —izolarea violaceinei in solvent organic nemiscibil cu apa;

vi. —izolarea avansata a violaceinei dupa sorbtia pe substrat anorganic inert;
vii. - purificarea primara a violaceinei in solutii de solventi organici volatili;
vii. — purificarea avansata a violaceinei prin tehnici de eluare cromatografica;

ix. —aducerea violaceinei purificate in faza organica nevolatila, hidrofila;

X. —conditionarea, tipizarea si ambalarea violaceinei purificate.

In continuare se prezintd detalile semnificative ale modului de conducere la
scara semiindustriald a etapelor mai sus enumerate, respectiv pe un flux tehnologic prin
a carui parcurgere se asigura obtinerea violaceinei in faza organica solubild in solutii
apoase, faza cu o concentratie finala de 800 + 1200 ug/mL (0,8 + 1,2 g/L) violaceina.
Toate operatiile care implica lucrul cu bacteria Janthinobacterium lividum se efectueaza
conform prescriptiilor nivelului de biosecuritate 1 (prevazute in Ghidul national de
biosiguranta pentru laboratoarele medicale, Ministerul Sanatatii, Romania, 2005).

(i) Conform prezentei inventii, violaceina se obtine prin biosinteza utilizédnd
tulpina de referinta ATCC 12473 a Janthinobacterium lividum, comercializata sub forma
liofilizata. in vederea Tnsamantarii pe mediul ,de productie” liofilizatul se rehidrateazi,
apoi bacteriile se revitalizeaza urmand indicatile ATCC. Dupa doua pasaje, din cultura
initiald se prepara un preinocul lichid in care bacteriile sunt aduse in stare planctonica
sub influenta unui usor exces D-(+)-glucoza, in concentratie de 1,0 + 1,3 % m/v.
Preinoculul se cultiva apoi pe un mediu lichid lipsit de glucoza, cu un volum de 15 + 30
ori mai mare, pentru a asigura diluarea glucozei si initierea formarii de colonii. Inoculul
astfel rezultat se multiplicad si se cultivd prin turnare locald multipunct (sub forma
circulara, cu diametrul de 10 mm per spot) pe un mediu solid plan, sau pe mediu
solidificat in godeurile unor placi pentru culturi celulare.

(i) Inoculul multiplicat se preia prin raclare cu anse calibrate si se suspenda sub
agitare energica in solutie Ringer sterild, apoi se supune unei centrifugari moderate,
pentru separarea portiunilor de biofilm inca solide si pentru spargerea spumei.
Supernatantul clar se dilueaza cu solutie Ringer, apoi se depune prin turnare uniforma
pe suprafata mediului solid ,de productie”, suplimentat adecvat.

(i) Dupa incubare si constituirea de colonii spatial continue pe suprafata

mediului ,de productie”, (pseudo)biofiimul aderent rezuitat se supune spalarii, repetat,
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prin pulverizare si scurgere, succesiv, cu solutia unui agent chaotrop in tampon fosfat
salin, cu solutia unui agent de fixare — reticulare si cu o solutie apoasa de polietilen-
glicol. Scopul spalarilor este de a afana biofilmul si apoi de a-l consolida in stare
afanata (permitand astfel contra-difuzia rapida a violaceinei in solvent), in paralel cu o
usoara fixare citologicd a peretelui celular al indivizilor de J. lividum. Prin respectiva
fixare se limiteaza eliberarea lipopolizaharidelor (cu actiune pirogenica) din peretele
celular al speciei bacteriene Gram negativ. Tratamentul final de spalare cu etilen-glicol
are rolul de a temporiza difuzia ulterioara a solventilor in biofilmul afanat, cu efect
asupra constantei randamentului si reproductibilitatii extragerii violaceinei. In continuare,
pe suprafata biofilmului se pulverizeaza alcool etilic 96 %, iar dupa ce biofilmul incepe
sa se contracte, vasul in care s-a realizat cultivarea se inunda cu alcool etilic 70 %, in
vederea labilizarii biofilmului si desprinderii acestuia de pe substratul solid. Biofiimul
labilizat se preleva prin raclare si se colecteaza pe suprafata unui filtru sita din otel
inoxidabil, recuperand solutia alcoolica scursa.

(iv) Dupa zvantarea pe filtrul sita, portiunile de biofilm se preiau si se
omogenizeaza prin agitare energica in alcool etilic 96 %. In continuare, prin operatii
alternante de maturare statica si vortexare, repetate, violaceina este extrasa in alcool.
Suspensia rezultatd se filtreaza, iar supernatantul se supune centrifugarii, pentru
eliminarea fractiei solide. Lichidul separat se raceste la -40 °C, iar apoi se trece, cu
recirculare, peste un grupaj de filtre sitd metalice (din otel inoxidabil) dense, racite in
prealabil pana la circa -60 °C, prin parcurgere cu azot lichid. Tn acest mod se asigura
retinerea avansata a fractiilor lipidice pe care alcoolul le-a dizolvat din biofilm. Solutia
alcoolica se dilueaza apoi, sub agitare lentd, cu o solutie salind, se matureazi la
temperatura ambianta, dupa care se fierbe sub reflux pentru a induce un efect dublu, de
hidrolizé partiald si coagulare / precipitare a compusilor oligomeri (polipeptide si
polizaharide) extrasi din biofilm. Dupa racire, lichidul se supune centrifugarii, retinand
supernatantul.

(v) Peste solutia hidroalcoolica obtinutd se adauga un volum egal de solvent
nemiscibil cu apa, iar amestecul se agitd energic, pentru a realiza transferul violaceinei
in faza hidrofoba. Apoi, alcoolul etilic si compusii hidrosolubili se indeparteaza treptat,
prin repetarea operatiilor de emulsionare cu apa si separare a fazelor, retinand de
fiecare data faza hidrofoba.

(vi) Solutia de violaceina in solvent organic se adsoarbe apoi pe un sorbent inert,
iar pasta rezultatd se usuca prin evaporare sub vid. in mod repetat, evaporarea sub vid

se alterneazd cu macinarea solidului, pentru a asigura indepartarea avansati a
7
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solventului. Sirul operatiilor se ncheie atunci cand, dupa macinare, se obtine o pulbere
aparent perfect uscatad. Particulele de sorbent retin insa in porii lor solutie nalt
concentrata de violaceina n solventul hidrofob.

(vii) Pulberea de sorbent incarcat cu solutie de violaceina se introduce, ca strat
superior, intr-o coloana se separare in care, in etajele inferioare, s-au depus straturi de
sorbent cu granulatie crescéatoare spre iesirea din coloana, iar ca penultim strat parcurs
de eluent, o faza solida pentru cromatografia prin excludere dimensionala. Straturile se
separa intre ele prin tronsoane din ,vatd de sticla”. Toate straturile infericare se
umecteaza cu un solvent volatil, miscibil cu cel hidrofob (spre exemplu alcool 96 %),
inainte de adaugarea stratului superior uscat. Coloana se elueaza cu acelasi solvent
volatil, colectand eluentul pana cand concentratia acestuia in violaceina scade sub un
prag impus. Preluarea violaceinei in eluent se face prin echilibre intre cele doua faze
lichide, cea a solventului hidrofob si cea a solventului volatil, fapt care se reflecta intr-o
cinetica lentd a procesului si in nevoia de a se lucra cu volume mari de eluent. De
aceea, la final, eluatul se concentreaza prin evaporare controlata, recuperand solventul
volatil. Optional, in vederea epiuzarii violaceinei din straturile de sorbent, se poate lucra
cu o serie succesiva de solventi volatili, miscibili intre ei si cu solventul hidrofob.

(viii) Atunci cand se impune o purificare suplimentara, solutiei concentrate i se
aplicda o a doua separare cromatograficd prin excludere dimensionald (,cernere”
moleculara), utilizand coloane preparative cu umplutura stabila in solventi organici
miscibili cu apa sau, dimpotriva, hidrofobi, umplutura apta sa separe compusi cu mase
moleculare mai mici decat 1000 Da. Eluarea se realizeaza cu acelasi solvent volatil. La
final eluatul se supune concentrarii, cu recuperarea solventului evaporat.

(ix) Pentru a-i asigura violaceinei o dispersare rapida in medii apoase aglomerate
macromolecular, precum si pentru a evita efectele nedorite atunci cand solutia de
violaceina in solvent organic se dozeaza in respectivele medii (mai ales precipitarea ori
denaturarea proteinelor), dupa purificare, solutia concentrata in solvent volatil se aduce
intr-o faza organica alcatuita dintr-un solvent oligomer lichid, solubil in medii apoase
indiferent de prezenta in acestea din urma a speciilor (bio)macromoleculare ori a
electrolitilor. Tn solventul oligomer se pot adduga adjuvanti destinati stabilizarii
violaceinei la nivel molecular (emulgatori). Volumul solventului oligomer lichid va fi
minim in raport cu solutia de violaceina n solventul volatil. Dupa perfecta omogenizare
a celor doua solutii (violaceina Tn solvent organic volatil si respectiv solventul oligomer),

amestecul se supune evaporarii controlate, pentru eliminarea solventului volatil.

[
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(x) Functie de aplicatiile vizate, faza organica in care se regaseste violaceina
poate fi formulata pentru a induce unul dintre urmatoarele efecte: (i) formarea de emulsii
cu tuseu variabil, stabile la dizolvarea in medii apoase, ori care se separé la variatii ale
temperaturii sau compozitiei, (ii) sorbtia rapida in substraturi poroase uscate sau umede
si formarea de mansoane ori de microfilme la suprafata elementelor morfologice ale
substraturilor, (iii) inducerea unei precipitari controlate odata cu diluarea in solutii ale
electrolitilor, (iv) promovarea unor echilibre de repartitie intre faze conditionat miscibile,
capabile sa separe la atingerea unor praguri ale parametrilor de lucru. Fie formulata sau
nu, faza organica lichida se supune conditionarii (prin dozare de coloizi protectori si
agenti stabilizatori fatd de variatile pH-ului sau potentialului red-ox), tipizarii (prin
ajustarea concentratiei tuturor componentelor) si dozarii / ambalarii in flacoane cu
volume adaptate viitoarelor aplicatii, de preferat in conditii sterile. Stocarea produsului
final se realizeaza in flacoane din sticla bruna, inchise ermetic.

Procedeul pentru izolarea si purificarea violaceinei destinate aplicatiilor

biomedicale, conform prezentei inventii, prezinta urmatoarele avantaje:

- asigura mentinerea violaceinei in stare individualizatd la nivel molecular, in
faza lichida, pe intreg parcursul fluxului operatiilor de izolare, purificare si post-
procesare, evitand precipitarea ori cristalizarea acesteia;

— asigura aducerea si stocarea violaceinei in faza organica miscibila cu solutiile
apoase si lipsitd de potential precipitant ori denaturant in raport cu speciile
(bio)macromoleculare din mediul apos:

— asigura dispersarea rapida a violaceinei in sisteme apoase, fira precipitarea
acesteia, cu precadere in medii aglomerate (bio)macromolecular;

— asigura concentratii ale violaceinei in faza organica de peste 800 mg/L;

— permite pre-formularea compozitiei fazei organice lichide functie de natura
aplicatiilor vizate, din sfera bio-medicala si a cosmeceuticii;

— asigurd mentinerea caracteristicilor produsului final pentru durate de stocare
practic nelimitate, la temperatura ambianta (10 + 40 °C), in flacoane din sticla
bruna, inchise ermetic;

— asigura randamente masice de extractie de circa 86 % (calculat prin raportare
la continutul de violaceina din reziduul de biofilm procesat in etapa (iii),
masurat dupa hidroliza acidad completd a respectivului reziduu, precum si
functie de pierderile din etapele (iv) si (v)) si randamente de izolare dupa

purificare de peste 82 % (raportat la pierderile masice inregistrate in etapele

9
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(vi), (vii) si (viii)), deci randamente globale de circa 70 % (in conditii de pilot

semiindustrial).

in cele ce urmeaza, se prezintd exemple de conducere a etapelor si operatiilor

de obtinere, izolare, purificare si conditionare a violaceinei adusa in faza organica

lichida, conform inventiei. Descrierile de mai jos au titlu exemplificativ din urmatoarele

puncte de vedere:

tulpina de Janthinobacterium lividum utilizata pentru biosinteza violaceinei;
compozitia mediilor pe care bacteria se cultiva in diversele etape ale procesului;
natura solventilor organici volatili si nevolatili utilizati in proces;

natura si caracteristicile fazelor solide utilizate n etapele de purificare;

natura si concentratiile compusilor (bio)chimici mic-moleculari utilizati in oricare
dintre operatiile procesului;

rapoartele de amestecare si diluare utilizate in oricare dintre operatiile de
obtinere, izolare, purificare si formulare / tipizare a violaceinei;

parametrii fizico-chimici de lucru si compozitiile chimice implicate in oricare dintre
etapele procesului;

natura, numarul si succesiunea operatiilor unitare din cadrul etapelor generice
ale procesului;

echipamentele, instalatiile si dispozitivele utilizate pentru obtinerea, izolarea,
purificarea si formularea / tipizarea violaceinei adusa in faza organica, in oricare
dintre etapele procesului;

natura si concentratiile speciilor chimice adjuvante si a materialelor implicate in
formularea compozitiilor solutiilor de violaceina in faza organica;

modul de pregatire in vederea stocarii si modul de stocare a solutiilor de
violaceina in faza organica, obtinute conform inventiei;

denumirile atribuite etapelor, operatiilor si proceselor descrise in inventie.

Acolo unde nu se specifica in mod expres, operatile se efectueaza la

temperatura ambientald, care nu va depasi insa plaja 15 + 30 °C. Apa utilizata pentru

prepararea solutilor si a mediilor apoase de tratare este dublu distilatd sau

deionizata pana la conductivitati de cel mult 1 uS (ISO 3696:1987), sterild si libera de

pirogeni (conform Farmacopeei Europene, sortimentul Apa pentru preparate

injectabile). Toate solutiile si toti reactivii lichizi se supun sterilizarii prin filtrare, cu

exceptia celor care se pot steriliza in autoclava si a celor potential ne-infectabili.

10
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Exemplul 1 — Compozitiile mediilor pentru cultivarea bacteriei Janthinobacterium

a 2018 00619

lividum, in diversele etape, conform inventiei

Tabelul urmator descrie compozitiile mediilor optimizate pentru lucrul cu bacteria
Janthinobacterium lividum, in etapele de preparare a preinoculului si inoculului, precum

si in cele de cultivare in scop de multiplicare a coloniilor (de mentinere in cultura) si de

.productie” a violaceinei.

29/08/2018

Tabelul 1. Compozitiile mediilor de cultura pentru lucrul cu JANTHINOBACTERIUM LIVIDUM.

Mediul Componenta Concentratia Rolul in compozitia mediului
Peptona peptica 1,20 g/L Reprezinta mediul ,de baza”.
Extract din drojdie 1,00 g/L Se suplimenteaza cu:
Glicerina anhidra 0,60 mL/L Sursa primara de carbon.
Preparare Bicarbonat de amoniu 0,45g/L gzﬁi:;gfgéeﬁ:’jfgglama
preinocul Amidon din porumb 0,30g/L vascozitatii mediului
Agent pentru destructurarea
Glucoza din amidon 10,00 g/L coloniilor si individualizarea
bacteriilor in mediu lichid.
Peptona peptica 1,20 g/L Reprezinta mediul ,de bazad”.
Extract din drojdie 1,00 g/L Se suplimenteaza cu:
Preparare Glicerind anhidra 2,00 mL/L Sursa primara de carbon.
inocul Citrat de sodiu tribazic 1,00 g/L Sursa de carbon secundara.
Citrat de amoniu tribazic 0,50 g/L Sursa de carbon secundara.
Clorhidrat de tiamina 0,01 g/L Mediator metabolic.
| Agar 15,00 g/L
Peptona peptica 5,00g/L Reprezintd mediul ,de baza”.
Clorura de sodiu 5,00g/L Se suplimenteaza cu:
Extract din drojdie 1,50 g/L
De multiplicare | Peptona din cazeina 3,00 g/L Aport de polipeptide.
Glicerind anhidra 1,00 mL/L Sursa primara de carbon.
D-(+)-glucoza 0,35 g/L Premetabolit pentru piruvat.
Succinat de sodiu anhidru 0,25 g/L Sursa de carbon secundara.
Piruvat de sodiu 0,20 g/L Sursa alternativa de carbon.
Agar 12,00 g/L
Peptona peptica 5,00 g/L Reprezintd mediul ,de baza”.
Clorura de sodiu 5,00 g/L Se suplimenteaza cu:
Extract din drojdie 3,00 g/L
Tampon HEPES 15 mUL, sol. 1M | Tamponarea pH-ului la 7,4.
Peptona din cazeind 3,00g/L Aport de polipeptide.
. ,» | Glicerind anhidra 4,00 mL/L Sursa primara de carbon.
De ,productie” Citrat de sodiu tribazic 1,35 g/L Sursa de carbon secundara.
Citrat de amoniu tribazic 0,45 g/L Sursa de carbon secundara.
Piruvat de sodiu 0,40 g/L Sursa alternativa de carbon.
L-triptofan 0,40 g/L Precursor cu ciclu indolic.
Lecitina lichida din soia 0,35 mL/L Emulgator al N-C8-HSL.
N-C8-HSL (vezi nota) 0,01 g/L Potentiator de cvorum.
Clorhidrat de tiamina 0,01 g/L Mediator metabolic.

Nota: N-C8-HSL este acronimul N-octanoil-L-homoserin-lactonei (CAS 147852-84-4).

11
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Cele doua medii lichide (pentru prepararea preinoculului si inoculului) se aduc la pH 7,0

+ 7,2 inainte de utilizare.

Exemplul 2 — Prepararea preinoculului si inoculului cu Janthinobacterium lividum

Se porneste de la colonii de Janthinobacterium lividum (ATCC 12473) revitalizate
si consolidate metabolic prin cultivare in minimum doud pasaje, procesate conform
prescriptilor ATCC. Pentru aducerea bacteriilor in stare planctonica, se preiau, prin
raclare cu ansa sterila, 12 + 18 colonii bine definite si se introduc in flacoane sterile. Se
adauga 1,2 + 5 mL mediu de cultura pentru prepararea preinoculului (cu compozitia
descrisa in Tabelul 1) si se omogenizeaza prin agitare / vortexare, apoi se incubeaza la
25 °C timp de 12 ore, cu agitare periodica. Suspensia grosiera se centrifugheaza la
100-g timp de 10 + 15 minute, iar supernatantul se incubeaza alte 12 ore, in aceleasi
conditii. in continuare, se preleva probe pentru numararea celulelor, iar suspensia se
stocheaza la temperatura ambianta, pentru cel mult 12 ore.

Dupa o noua centrifugare la 100-g, supernatantul se transfera intr-un volum de
15 + 30 de ori mai mare de mediu pentru prepararea inoculului (cu compozitia descrisa
in Tabelul 1), se omogenizeaza prin agitare lenta si apoi se incubeaza timp de 24 ore,
la 24 °C, in flux de aer steril. Dupa prelevarea de probe pentru numararea celulelor,
suspensia se dilueaza 1 : 1 cu solutie Ringer si se partitioneaza in volume adaptate
etapei de cultivare a bacteriei pe medii solide, volume care se introduc in flacoane

sterile, inchise etans, ce se pot stoca la temperatura ambianta cel mult 12 ore.

Exemplul 3 — Multiplicarea preliminara a coloniilor de Janthinobacterium lividum
In vederea consolidarii potentialului de proliferare al bacteriei, inoculul se
insdmanteaza prin turnare pe mediu solid pentru multiplicare (cu compozitia descrisa in
Tabelul 1), depus in godeurile unor placi pentru cultivarea celulelor, cu 6 x 4 cavitati.
Placile se mentin in incubator cu flux de aer steril, umidificat, la temperatura de 24 °C,
timp de 36 + 72 ore, respectiv pana cand mediul de cultivare din fiecare cavitate se
acopera uniform cu o colonie bacteriand ferm aderentd la substrat. in vederea
desprinderii de substrat a coloniilor, acestea se pulverizeaza cu o solutie Ringer cu
adaos de 1 + 5 % polietilen glicol 400 de uz farmaceutic (CAS 25322-68-3), care se
scurge dupa umectarea uniforma a coloniei. Pulverizarea se repetd de doua pana la
patru ori cu solutie Ringer neaditivata, pentru timpi scurti, iar apoi coloniile se zvanta in
incubator, timp de 15 + 30 minute. In aceasta stare, coloniile de inocul multiplicat nu se

pot stoca, ci trebuie procesate rapid.
12
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Exemplul 4 - insamantarea si cultivarea bacteriilor pe mediu solid de ,,productie”

Coloniile de inocul multiplicat se preiau prin raclare cu ansa sterila din cele 24 de
cavitati ale fiecarei placii de cultivare si se suspenda grupat (cate 24) in flacoane sterile
pentru centrifugare, cu volumul de 15 mL, in 5§ + 10 mL solutie Ringer sterila, se
vortexeaza si apoi suspensia se centrifugheaza la 120-g, timp de 15 + 30 minute, pana
la separarea eficientd a debriurilor de biofilm. Dupa prelevarea de probe pentru
numararea celulelor, supernatantul clar se dilueaza de 5 + 8 ori cu solutie Ringer sterila,
apoi se depune prin turnare uniformad pe suprafata mediului de ,productie” (cu
compozitia descrisa in Tabelul 1), solidificat Tn tavi din sticla cu aria de 600 + 900 cm?.
Fiecarei placi in care inoculul s-a multiplicat Ti va corespunde o tava.

Cultivarea pe mediul de ,productie” se deruleaza pe durata a 3 + 5 zile, in
incubator cu flux de aer steril si umidificat, la o temperatura de 24 °C, urmarind
formarea si consolidarea unei colonii extinse, uniforme ca distributie si grosime. La final,
din fiecare tava din sticla se preleva cate cinci probe de colonie aderenta la mediu,
fiecare cu aria de 1 cm? distribuite aleator pe suprafata cultivats, ce vor fi utilizate
pentru numararea celulelor si pentru validarea constantei fenotipice si genotipice a

bacteriei. Totodata se verifica si neinfectarea coloniei cu alte specii de microorganisme.

Exemplul 5 — Prelevarea biofilmului generat de coloniile bacteriene

Biofilmul rezultat pe suprafata mediului de ,productie”, la finalul perioadei de
incubare, se supune afanarii si consolidarii prin pulverizarea si spalarea / scurgerea
succesiva cu urmatoarele compozitii lichide, aplicate si indepartate rapid, de 3 + 6 ori
fiecare: (i) solutia unui compus cu actiune chaotropa (1,2 + 2,6 M perclorat de amoniu,
1,8 + 3,0 M iodura de tetrametilamoniu, sau 2 + 5 M clorhidrat de guanidind) in tampon
fosfat salin cu pH-ul de 7,2 unitati si taria ionica de 3,8 + 4,6 mMol/L; (ii) o solutie pentru
fixarea - reticularea componentelor biofiimului in stare afanata (1,0 + 2,5 % aldehida
glutarica, sau 0,6 + 1,2 % glioxal in tampon fosfat salin cu pH 7,4, eventual suplimentar
cu o solutie de 6 + 12 % trimetafosfat de sodiu); (jii) o solutie de 1 + 5 % polietilen glicol
600 in solutie Ringer sterild. Imediat dupa ultima spalare, suprafata biofilmului se
pulverizeaza abundent cu alcool etilic 96 %, iar dupa 3 + 5 minute colonia bacteriana se
inunda cu o solutie diluata de alcool etilic (30 + 70 %), sub agitare lenta prin unduire,
timp de 10 + 30 minute, pana la reducerea semnificativd a aderentei biofilmului la
substrat. Apoi, solutia alcoolica se scurge (si se recupereaza) iar biofilmul se preia prin

raclare si se depune pe un filtru sita din otel inoxidabil, in vederea scurgerii.
13
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Exemplul 6 — Separarea primara a violaceinei din biofilmul prelevat

Portiunile de biofilm raclate se introduc Tntr-un vas inalt din sticld, cu peretii grosi,
iar apoi se acopera cu alcool etilic 96 % si se matureaza la temperatura ambianta timp
de 30 + 120 minute. In continuare, suspensiei de biofilm in alcool i se aplica operatii de
vortexare (la 12.000 + 20.000 rotatii pe minut, timp de 3 + 15 minute) in tandem cu
maturari statice (la temperatura ambianta, timp de 30 + 60 minute), repetate de 5 + 12
ori, mentindnd constant volumul prin eventuale adaosuri de alcool. Dupa ultima
maturare din serie, suspensia se supune centrifugarii la cel putin 3000-g, timp de 15 +
45 minute, retindnd supernatantul. Acesta din urma se raceste la -25 + -40 °C, iar apoi
se filtreaza, cu recirculare de 10 + 15 ori, prin filtre sita din otel inoxidabil (tip 316L) cu
ochiuri de 5 + 20 microni, inseriate cate zece, cu spatiere de 3 + 15 mm, subracite la
circa -60 °C prin parcurgere cu azot lichid. Fractia semisolida / pastoasa ramasa pe site
se elimina prin parcurgere cu alcool etilic, dupa ce grupajul de filtre a ajuns la
temperatura ambianta. Filtratul alcoolic se dilueaza apoi 3 : 1, sub agitare lenta, cu o
solutie apoasa de 0,05 + 0,1 N citrat trisodic si 0,3 + 1 M NaCl. Amestecul se mentine
30 + 60 minute sub agitare, la temperatura ambianta. Lichidul se supune apoi fierberii
sub reflux, timp de 3 + 6 ore, iar la final se evapora pana la o treime din volumul initial.

Dupa racire, suspensia se filtreaza prin filtre cu porozitatea de 0,42 microni, din nylon.

Exemplul 7 - Izolarea violaceinei in solvent organic nemiscibil cu apa

in vederea transferarii cu bune randamente a violaceinei intr-un solvent hidrofob,
solutia alcoolica se aduce in contact cu un volum egal de 1-octanol, hexan, ciclohexan,
tetraclorura de carbon, cloroform, clorura de metilen, ori acetat de etil, sub agitare
energica (prin vortexare la 12.000 + 20.000 rotatii pe minut, timp de 3 + 15 minute).
Dupa spargerea emulsiei formate, decantare si scurgerea fazei apoase, peste faza
organica se adauga un volum dublu de apa incalzita la 50 + 90 °C (functie de solventul
organic utilizat) si se repeta emulsionarea, de 3 + 9 ori, prin vortexare in aceleasi
conditii, retindnd de fiecare data faza hidrofoba. La final, solutia de violaceina in solvent
organic nemiscibil cu apa se fierbe sub reflux (exceptand solutia in octanol, care se
incalzeste la 95 °C), timp de 20 + 60 minute. Solutia racita se filtreaza apoi prin filtre sita
din otel inoxidabil (tip 316L), cu ochiuri de circa 5 microni (500 + 600 nm), pentru
retinerea completd a urmelor de apa. Solutia finald se poate stoca timp nelimitat, la
temperatura ambianta, in flacoane din sticld Tnchise ermetic. in momentul deschiderii

flacoanelor se iau méasurile de precautie la lucrul cu solventi volatili, potential inflamabili.
14
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Exemplul 8 — Izolarea avansata a violaceinei prin sorbtie pe substrat solid inert
Solutia de violaceina in solvent organic nemiscibil cu apa se amesteca, in portii,
cu un sorbent solid inert calcinat, de preferinta (micro)particule poroase de dioxid de
siliciu, pana la obtinerea unei paste inalt vascoase. De preferat, sorbentul va avea
granulatia de 6 + 10 microni, permeabilitatea in strat umed de 0,1 + 0,3 Darcy, iar plaja
dimensiunilor particulelor retinute de 0,5 + 1,2 microni (spre exemplu sortimentele Celite
Filter Cel, sau Celite Standard Super-Cel). Pasta rezultata se supune apoi evaporarii
excesului de solvent (uscarii), in etape, mai intai in flux de aer steril, la temperatura
ambianta, apoi la o temperatura cu circa 5 + 10 °C sub cea de volatilizare a solventului
(cu exceptia 1-octanolului, care se usuca la 100 + 105 °C), iar in final la temperatura
ambianta, sub vid moderat (50 + 300 Pa = 0,5 + 3 mili bar), pana la indepartarea
mirosului specific solventului. Dupa incheierea fiecarei etape, masa de sorbent se

supune macinarii pentru a o aduce la stare microgranulara.

Exemplul 9 — Purificarea violaceinei prin eluare cu solventi organici volatili
Readucerea violaceinei in faza organica lichida volumica se realizeaza eluand-o
din sorbent cu solventi organici volatili, miscibili cu apa (alcool etilic, acetona, dioxan,
tetrahidrofuran, dimetilsulfoxid), sau nu (cloroform, 1-octanol, 1-hexanol, acetat de etil).
Eluarea se realizeaza de pe si prin umplutura stratificata, introdusa in coloane din sticla
inalte (de circa 1,0 + 1,8 m), prevazute cu manta pentru termostatare. Dinspre partea
superioara catre cea inferioara a coloanelor, stratificarea umpluturii se realizeaza astfel:
(1) stratul de sorbent incarcat cu violaceina, in stare uscata, (ii) un strat tampon, realizat
din acelasi sorbent, umectat cu un fluid cu permeare lenta (polietilenglicol 400 sau 600,
glicerina, fructo- sau galacto-oligozaharide, lecitind), ales functie de solventul cu rol de
eluent, (iii) un strat de sorbent cu permeabilitate tripla (masurata in Darcy) comparativ
cu sorbentul incarcat cu violaceina (de exemplu Celite Hyflo Super-Cel) , (iv) un strat de
umplutura destinatéd cromatografiei in faza inversata, ales functie de solventul eluent
utilizat (de exemplu MCI Gel CHP20P, Sephadex LH-20, sau Sepabeads SP-20SS), (v)
un strat de sorbent cu permeabilitatea de 1,5 + 4 Darcy (cum ar fi sortimentele Celite
503, 535, sau 545). Ponderea straturilor in inaltimea utila a coloanei depinde de natura
solventului eluent, putand fi, de exemplu, de 3 :1: 3 :5: 3, in cazul alcoolului etilic.
inaltimea straturilor (i) + (v) se regleaza utilizand umplutura umectatd cu solventul
eluent si tasata pentru compactare si planeizarea suprafatelor de separare. Intre straturi

se introduc separatoare din ,vata de sticla” compactata intre site metalice inoxidabile.
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Rolul separatoarelor este de a permite vizualizarea intensitatii coloratiei solventului
eluent, datd de concentratia sa in violaceind. Dupa formarea straturilor in coloana,
aceasta se termostateaza prin manta la o temperatura de 40 + 80 °C, functie de natura
solventului eluent, de cea a compusului din stratul tampon si de caracteristicile
umpluturii din stratul (iv), evitandu-se formarea de bule sau perne de gaz. in continuare,
coloana se inchide ermetic la partea superioara si apoi se alimenteaza cu solventul
eluent, la un debit de 1 + 15 mL/minut, functie de aria sectiunii si de permeabilitatea
stratului cu cea mai mica valoare Darcy (de regula cel superior si urmatorul), sub o
presiune de 30 + 80 kPa (1,3 + 1,8 bar). Eluatul se colecteaza fractionat functie de
prezenta si concentratia violaceinei, concentratie stabilitd utilizand ecuatii de calibrare
asociate fiecarui solvent eluent. Pentru epuizarea straturilor de umplutura ale coloanei,
se poate utiliza o serie succesiva de eluenti miscibili intre ei si compatibili cu umplutura
stratului (iv). Umplutura epiuzata nu se poate refolosi. La final, fractile de eluat cu
continut semnificativ de violaceina se reunesc si se supun concentrarii prin evaporare
controlata, pana la o concentratie de 0,1 + 0,6 % a violaceinei, recuperand solventul.

Fractiile ce includ compusii din stratul de umplutura tampon se indeparteaza.

Exemplul 10 — Purificarea avansata a violaceinei, prin tehnici cromatografice
Pentru aducerea violaceinei la puritatea impusa de aplicatiile biomedicale, solutia
rezultatd dupa preluarea sa de pe sorbentul inert se supune purificarii cromatografice,
in vederea indepartarii compusilor parazitari non-indolici. in acest scop, se recurge la
cromatografia preparativa prin excludere dimensionala in mediu ne-apos, pe coloane
metalice avand diametrul de 50 mm si lunginea de 300 mm, cu umpluturi adaptate
solventului eluent (spre exemplu Shodex KF-5001, pentru eluare cu solventi miscibili cu
apa, respectiv Shodex K-5001, pentru eluarea cu solventi hidrofobi). Parametrii de
operare ai colanelor sunt cei uzuali in cromatografia preparativda HPSEC in mediu ne-
apos, respectiv debitul de eluare 2 + 4 mL/min, presiunea 1,2 + 1,6 MPa, temperatura
de lucru 40 °C. Eluarea se realizeaza cu solventul volatil in care se afla deja violaceina.
Profilul concentratiei violaceinei la iesirea din coloana se urmareste spectrofotometric si
se retin fractiile eluate care au absorbanta maxima la 556 nm (cu mici variatii, functie de
solvent). Coloana se opereaza in regim de injectare multipla a solutiei initiale, supuse
separarii. Dupa fiecare separare individualad ea se elueaza cu compozitia recomandata
de producator (,se spald”), iar apoi se purifica (,se clateste”) utilizand solventul volatil cu
rol de eluent al violaceinei, degazat. Doza de solutie de violaceina injectata repetat se

stabileste functie de parametrii momentani ai umpluturii si de natura solventului eluent.
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Exemplul 11 — Aducerea violaceinei in faza organica nevolatila, hidrofila

Ca produs final al procedeului, violaceina se aduce in faza organica nevolatila la
temperaturile de utilizare (20 + 90 °C), solubila Tn apa si miscibila cu solutii apoase ale
electrolitilor si speciilor (bio)macromoleculare. Exemplele tipice pentru respectiva faza
(,lichiduf gazda”) sunt poli(etilen-glicolul) (cu mase moleculare medii de 400 + 600 Da,
respectiv cu grade de polimerizare in plaja 8 + 14) si glicerina, ambele specii fiind
biocompatibile, iar pentru aplicatii cosmeceutice se poate utiliza poli(glicerolul) de
puritate farmaceutica (lipsit de compusi ciclici), precum si esteri si/sau copolimeri ai
acestuia. Aducerea fintr-o astfel de faza se realizeaza amestecand si omogenizand
solutia de violaceina purificata, aflatd in solvent organic volatil, cu ,lichidul gazda”, in
rapoarte de amestecare stabilite functie de concentratia violaceinei in solutia de start si
respectiv de cea in produsul final. Pentru a atinge concentratiile impuse in produsul final
(de ordinul sutelor de miligrame per litru), solutia initiala se supune mai intai concentrarii
prin evaporarea controlata a solventului volatil, sub vid moderat. Dupa omogenizarea in
HJlichidul gazda”, amestecul se supune evaporarii controlate, in evaporator rotativ, sub
vid moderat, respectand regula ,20 / 40 / 60", pentru eliminarea solventului volatil.
Regula mentionata se aplica astfel: termostatand baia de evaporare la 60 °C si lichidul
recirculat prin condensator la 20 °C, depresiunea in instalatie se regleaza astfel incéat
solventul volatil sa fiarba la 40 °C. AplicaAnd aceasta reguld, este posibila eliminarea
avansatd a solventilor volatili indiferent dacad amestecurile supuse evaporarii sunt
zeotrope sau azeotrope, fara evaporarea concomitenta a unor cantitati semnificative de
slichid gazda”. Regula nu este insa valabila si in cazul alcoolilor superiori (1-octanol si
1-hexanol) si dioxanului. Pentru acesti solventi, amestecul se supune evaporérii sub flux
de aer steril, la 105 °C si presiune atmosferica, iar eliminarea completa nu este posibila.
Presiunile reglate in evaporatorul rotativ vor avea urmatoarele valori: 556 mbar pentru
acetona, 175 mbar pentru alcoolul etilic, 474 mbar pentru cloroform, 107 mbar pentru
dioxan, 357 mbar pentru tehtrahidrofuran si 240 mbar pentru acetat de etil. Dupa
incheierea evapordarii solventilor organici, presiunea in evaporatorul rotativ se aduce la
72 mbar, timp de 60 + 90 minute, pentru eliminarea urmelor de apa. La final, faza

organica incarcata cu violaceina se preia rapid intr-un recipient care se inchide ermetic.

Exemplul 12 — Conditionarea, tipizarea si ambalarea produsului final
Operatiile de conditionare si tipizare sunt optionale, dar atunci cand se aplica

vizeaza aducerea produsului final la exigentele utilizarii sale in aplicatii biomedicale. in
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acest sens, compozitia fazei organice se suplimenteaza, pe parcursul evaporarii sub vid
a solventului volatil, cu specii chimice selectate dintre cele biocompatibile si acceptate
de farmacopeea europeana. Formularea amestecului se face in mod particularizat, prin
adaugarea unuia sau mai multor compusi amfoteri (cu HLB in plaja 6 + 15), apartinand
urmatoarelor clase: emulgatori, coloizi protectori, stabilizatori. Conditia minimala impusa
compusilor de suplimentare este de a nu induce precipitarea ori cristalizarea violaceinei
si/sau izolarea acesteia prin incapsulare ireversibila, fie in  lichidul gazda”, fie in mediul
apos in care produsul va fi utilizat. in plus, compusii de suplimentare nu trebuie s&
conduca la diminuarea stabilitatii de faza a amestecului, in stare concentrata, sau dupa
diluarea sa in mediul apos de lucru. Spre exemplu, drept emulgatori se pot utiliza
fosfolipidele si derivati ai acestora (fosfatidil-colina, lizo-fosfatidil-colina) (0,03 + 0,12 %),
glicozide modificate chimic (0,05 + 0,1 %), ori chiar esteri ai glicerinei cu acizi grasi
(0,01 = 0,06 %). Drept coloizi protectori se pot utiliza (co)polimeri sintetici functionalizati
(acid acril-amido-metilpropan sulfonic) (0,01 — 0,1 %), sau poli(izobutena) hidrogenata
(0,03 + 0,15 %). In calitate de stabilizatori se pot utiliza conjugate PEG-vitamina E (D-
alfa-tocoferil-poli(etilen glicol) succinat) (0,01 + 0,06 %), esteri ai sucrozei (circa 0,1 %),
sau ciclodextrina si derivati ai acesteia (0,05 + 0,15 %). Pentru a fi dozati in ,lichidul
gazda®, adjuvantii citati se dizolva in solventi volatili potriviti, de preferintad dintre cei
utilizati in operatile de purificare a violaceinei, sau in minime cantititi de apa. in
vederea stocarii, produsul final (suplimentat sau nu) se dozeaza in flacoane din sticla
bruna, cu volume adaptate viitoarelor utilizari / aplicatii, ce se inchid ermetic. Dozarea
se realizeaza in conditii sterile si de curatenie de nivel ISO 6. Durata si conditiile de
stocare fara pierderea calitatilor produsului final depind de eventuala sa formulare.

Produsul neformulat se poate stoca pe termen nelimitat, la temperatura ambientala.
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REVENDICARI

1. Procedeu pentru izolarea si purificarea violaceinei destinate aplicatiilor

biomedicale, din culturi de Janthinobacterium lividum pe mediu solid, care consta in

parcurgerea succesiva a urmatoarelor zece etape, derulate in conditii tehnologice:

— revitalizarea bacteriilor, prepararea preinoculului si inoculului;

— TInsamantarea si cultivarea bacteriilor pe substrat solid, adecvat suplimentat;

— prelevarea biofilmului generat de coloniile bacteriene, la finalul biosintezei;

— separarea primara a violaceinei in solventi organici volatili;

— izolarea violaceinei in solventi organici nemiscibili cu apa;

— izolarea avansata a violaceinei prin sorbtie pe substraturi anorganice inerte;

— purificarea primara a violaceinei prin eluare cu solventi organici volatili;

— purificarea avansata a violaceinei prin tehnici de eluare cromatografica;

— aducerea violaceinei in faza organica hidrofila;

— formularea optionald a fazei organice cu continut de violaceina, functie de

aplicatia vizata,

caracterizat prin aceea ca :

furnizeaza solutii inalt concentrate de violaceina in faza organica lichida, in care
Jlichidul gazda” este nevolatil in conditile de utilizare, hidrofil si solubil ori
dispersabil in medii apoase aglomerate (bio)macromolecular ale (poli)electrolitilor
de tarie medie, fiind lipsit de potential precipitant sau denaturant;

asiguré mentinerea violaceinei in stare individualizata la nivel molecular si in faza
lichida pe intreg fluxul operatiilor de izolare, purificare si post-procesare, evitand
precipitarea ori cristalizarea acesteia, soldate cu insolubilitatea formei solide in
medii apoase cu caracteristicile fluidelor biologice si lichidelor tisulare;

asigurd, in virtutea caracteristicilor ,lichidului gazda”, dispersarea rapida a
violaceinei in sisteme apoase, fara precipitarea acesteia, precum si evitarea
precipitarii ori denaturarii speciilor (bio)macromoleculare aflate in respectivele
sisteme apoase, cu precadere in prezenta (poli)electrolitilor de tarie medie si in
conditii de aglomerare macromoleculara;

permite valorificarea caracteristicilor moleculare ale violaceinei, cum sunt
activitatea sa antioxidanta, antimicrobiana, antitumorald, imunomodulatoare si

fotoprotectoare, in aplicatii biomedicale si cosmeceutice / dermato-cosmetice.
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2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
preparare a peinoculului, bacteriile revitalizate si consolidate metabolic in pre-cultura se
aduc in stare planctonica, urmare tratarii cu un exces de D-(+)-glucoza a coloniilor
prelevate si transferate in mediu de cultura lichid, in vederea separarii indivizilor din
colonii si asigurarii colonizarii dense si uniforme a mediilor solide de cultivare ulterioara.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapa de
cultivare a bacteriilor debuteaza cu consolidarea potentialului de proliferare a inoculului,
iar pentru desprinderea coloniilor rezultate, in stare intactd de pe substratul solid,
aderenta acestora se reduce progresiv prin pulverizare cu o solutie salina de poli(etilen-
glicol) si apoi cu solutie Ringer.

4. Procedeu conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
cultivare a bacteriei pe mediul solid ,de productie”, compozitia acestuia din urma se
suplimenteaza cu un potentiator de cvorum din seria homoserin-lactonelor acilate (N-
octanoil-L-homoserin-lactona, ori N-hexanoil- sau N-butiroil-DL-homoserin-lactona etc.)
emulsionate cu lecitina in apa, in vederea cresterii cantitatii de violaceina biosintetizata;
suplimentarea se poate realiza in masa mediului de culturd, sau prin pulverizarea
emulsiei diluate pe suprafata mediului solidificat, inaintea turnarii inoculului.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
prelevare a biofiimului de pe suprafata mediului solid, la finalul biosintezei, acesta se
aféneaza si se consolideaza in stare afanata prin tratarea succesiva si repetata cu
urmatoarele compozitii lichide: (i) solutia unui compus chaotrop (1,2 + 2,6 M perclorat
de amoniu, 1,8 + 3,0 M iodura de tetrametilamoniu, 2 + 5 M clorhidrat de guanidina etc.)
in tampon fosfat salin, (ii) o solutie cu rol de fixare - reticulare a componentelor matricei
biofilmului (1,0 + 2,5 % aldehida glutarica, sau 0,6 + 1,2 % glioxal in tampon fosfat salin
cu pH 7,4 etc., eventual suplimentar cu o solutie de 6 + 12 % trimetafosfat de sodiu); (iii)
o solutie de 1 + 5 % poli(etilen-glicol) 600 in solutie Ringer sterila.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
separare primara a violaceinei din biofilmul bacterian, dupa solubilizarea componentelor
acestuia in alcool etilic 96 %, se aplica o operatie de purificare cu scopul de a retine si
elimina, din solutia alcoolica racita la -25 + -40 °C, speciile lipidice, prin filtrarea solutiei,
cu recirculare, prin filtre sita din otel inoxidabil cu ochiuri de 5 + 20 microni, inseriate si
spatiate, anterior sub-racite prin parcurgere cu azot lichid, retinand la final filtratul si
indepartand fractiile semisolide / pastoase depuse pe filtre, fractii ce rezultd ca urmare a

insolubilizarii la temperaturi joase.
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7. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
izolare a violaceinei in solvent organic nemiscibil sau greu miscibil cu apa, solutia
alcoolica de violaceina se aduce in contact si se omogenizeaza cu 1-octanol, hexan,
ciclohexan, tetraclorurd de carbon, cloroform, clorura de metilen ori acetat de etil, iar
apoi amestecul se emulsioneaza repetat cu volume duble de apa incalzita la 50 + 90
°C, retinand faza organica; aceasta din urma se elibereaza avansat de urmele de apa
prin incalzire si/sau fierbere sub reflux, racire rapida si filtrare prin filtre sitd din otel
inoxidabil cu ochiuri de circa 5 microni.

8. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
izolare avansata a violaceinei, solutia acesteia in solvent organic nemiscibil cu apa se
ampasteaza cu un sorbent microporos inert, iar pasta rezultatd se supune evaporarii
excesului de solvent, in etape, mai intai la temperatura ambianta, in flux de aer steril,
apoi prin incalzire, iar la final sub vid moderat; sorbentul uscat, care retine in porii sai
solutie nalt concentrata de violaceina in solvent organic nemiscibil cu apa, se aduce
apoi la stare microgranulara, prin mécinare.

9. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
purificare a violaceinei prin eluare din sorbent cu solventi organici volatili, pulberea de
sorbent incarcatd cu solutie de violaceind se introduce in coloane de separare
termostatabile, ca ultim strat intr-o succesiune de straturi de umplutura, iar apoi
violaceina se elueaza cu solventi organici volatili miscibili cu apa (alcool etilic, acetona,
dioxan, tetrahidrofuran, dimetilsulfoxid etc.), sau nu (cloroform, 1-octanol, 1-hexanol
etc.); succesiunea straturilor de umplutura asigura purificarea violaceinei eluate, prin
aceea ca include: (i) un strat tampon, imediat sub cel de sorbent incarcat cu violaceina,
umectat cu un fluid cu permeare lenta (poli(etilen-glicol), glicerind, oligizaharide etc.),
solubil in eluent, (ii) un strat cu rol de uniformizare a fluxului de eluent, format din
sorbent anorganic inert cu permeabilitate sporitd, (iii) un strat cu umplutura destinata
cromatografiei in faza inversata, cu rol de intarziere a fractiilor hidrofobe cu masa
moleculara mai mare decat cea a violaceinei, (iv) un strat de sorbent anorganic inert
inalt permeabil, plasat la baza coloanei, cu rol de a retine diversele micro- si nano-
particule, prin filtrare; operatia de eluare se realizeaza la temperaturi si sub presiuni
corelate cu caracteristicile solventului organic volatil utilizat.

10. Procedeu conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
purificare avansata a violaceinei, solutia acesteia in solvent organic volatil, concentrata
pana la 0,6 + 1,0 %, se supune separarii prin cromatografie preparativa cu excludere

dimensionala, utilizdnd coloane cu umpluturi adaptate solventului organic cu rol de
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eluent hidrofil sau hidrofob, ce au limita de excludere la valori ale masei moleculare de
1,0 + 1,5 kDa; regimul de lucru prevede injectari multiple, intercalate cu tratamente de
curatare si purificare a umpluturii, efectuate cu solutii organice degazate, apte sa
indeparteze compusii de insotire a violaceinei (tetrahidrofuran sau cloroform, functie de
hidrofilia / hidrofobia eluentului); eluarea si colectarea separata a solutiei de violaceina
pura se realizeaza sub control spectroscopic / spectrofotometric, cu intreruperea eluarii
si eliberarea coloanei de compusii parazitari indata ce se atinge pragul concentratiilor
exploatabile.

11. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
aducere a violaceinei in fazd organica hidrofilda, solutia purificatd de violaceina in
solvent organic volatii se concentreaza pana la valori precis masurate, apoi se
amesteca si se omogenizeaza in proportii prescrise cu un compus hidrofil nevolatil,
miscibil cu apa si solutile de electroliti de tarie medie, cu rol de ,lichid gazda”, de
puritate farmaceutica, de tipul poli(etilen-glicolului) cu mase moleculare medii de 400 +
600 Da, glicerinei sau poli(glicerolilor) eventual esterificati, iar forma lichida rezultata se
supune evaporarii controlate a solventului volatil, sub vid moderat, pana la eliminarea
avansata a solventului volatil.

12. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca in etapa de
formulare a fazei organice cu continut de violaceind, compozitia acesteia se
suplimenteaza, functie de aplicatiile vizate ale produsului final, cu compusi chimici de
puritate farmaceutica, admisi de farmacopee si de organismele de reglementare (U.S.
Food and Drug Administration (FDA) si/sau European Medicine Agency (EMA)), cu HLB
in plaja 6 + 15, apartindnd unuia sau mai multora dintre tipurile urmatoare: (i) emulgatori
biocompatibili (fosfolipide si derivati, glicozide functionalizate, esteri ai gliceinei cu acizi
grasi nesaturati etc.), (ii) coloizi protectori ((co)polimeri sintetici sau naturali modificati
chimic, polizaharide sau polipeptide si conjugate ale acestora cu specii de interes
biochimic) si (iii) stabilizatori compozitionali (conjugate PEG-vitamina E, esteri ai
sucrozei, ciclodextrine si derivati ai acestora etc.); dozarea adjuvantilor citati se
realizeaza in concentratiile minim necesare inducerii efectului scontat, eventual dizolvati
in solventi miscibili cu faza organica si lipsiti de efect precipitant pentru violaceina sau
denaturant pentru compusii (bio)chimici aflati in mediile apoase in care produsul final se
va adauga.
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