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Prezenta inventia se refera la un procedeu de obtinere pe cale microbiologicé a poli-
merilor biodegradabili (polihidroxialcanoati) in cantitati si la randamente de interes biotehno-
logic, cu ajutorul unui microorganism denumit Ralstonia eutropha DSM 545.

Din literatura, se cunoaste o crestere sustinuta a preocuparii comunitatii stiintifice cu
privire la obtinerea de polihidroxialcanoati (PHA) pe cale microbiologica. Acesti polihidroxi-
alcanoati sunt materiale termoplastice cu un grad mare de polimerizare. Aceste materiale
sunt biodegradabile, biocompatibile, lipsite de toxicitate, inalt cristaline, optic active, izotactice,
piezoelectrice, insolubile in apa. Acesteareprezinta alternativa ecologica a polimerilor sintetici.

Liderul mondial in obtinerea de polihidroxialcanoati pe cale microbiologica (cu bacterii
sau, mai recent, direct din plante), este compania Metabolix Inc., Massachusetts, S.U.A.
Aceasta companie aplica, in mod permanent, metodele cele mai avansate de inginerie
metabolica si biologie moleculara pentru producerea, cat mai eficienta, de materiale plastice
de tip PHA, Peoples Oliver P. Metabolic engineering of knives forks and spoons. Metabolix
Inc. MEWG, Metabolix Inc., February 3, 2005, si Miller Marcia. Metabolix Inc. President
honored by American Chemical Society. Press Release, September, 2003.

Obtinerea polihidroxialcanoatilor are loc la scara de laborator sau la scara industriala,
in sistem discontinuu (batch) sau in sistem continuu (fed-batch). Sistemul continuu este mai
productiv decét cel discontinuu, dar necesita instalatii adecvate si dotari speciale, Lafferty,
Robert M., Process for biotechnological preparation of poly-d-(-)-3-hydroxybutyric acid. Brevet
US 4786598/1988 si Ramsay Bruce A., Kanda Lomaliza, Claude Chavarie, Brigette Dube,
Pierre Bataille, Juliana A. Ramsay. Production of poly-(B-hydroxybutyric- Co- (B-hydroxyvaleric)
acids, Applied and Environmental Microbiology, July, 1990, pp. 2093...2098.

Cel mai comun tip de PHA produs de catre microorganisme este poli-3-hidroxibuti-
ratul, un homopolimer cu catena scurta, denumit si poli-D-(-)-3-acid hidroxibutiric, P(3HB)
sau PHB. Acesta este produs de catre unele microorganisme heterotrofe, in cultivari de tip
discontinuu sau continuu.

in obtinerea de polihidroxialcanoati, se utilizeaza: microorganisme modificate genetic
prin inginerie genetica, cum ar fi, de exemplu, superbacteria Escherichia coli K-12, micro-
organisme care au incorporate mai multe gene pentru producerea dirijatd de PHA de interes,
microorganisme stabile genetic, generatii succesive pe tot parcursul fluxului continuu, fara
a fi nevoie de noi selectii; microorganisme stabile genetic; plante modificate genetic, alimen-
tare sau non-alimentare.

Printre microorganisme, Ralstonia eutropha creste bine in medii minerale, latempera-
tura de 30°C, pe o multitudine de surse de carbon. Alte denumiri ale acestui microorganism
sunt urmatoarele: Hydrogenomonas eutropha, Wautersia eutropha, Cupriavidus necator si
Alcaligenes eutrophus.

Ralstonia eutropha DSM 428 (H16) este microorganismul ales de |. C. |. (Imperial
Chemical Industries-Agricultural Division), pentru producerea comerciald de polihidroxi-
butirat-copolihidroxivalerat (PHB/HV, PHBV, P(3HB-3HV) din glucoza si acid propionic, in
conditii de limitare prin azot. Acest co-polimer are calitati imbunatatite fatd de PHB. Denu-
mirea comerciald a acestui copolimer este Biopol.

The influence of substrate source on the growth of Rolstonia eutropha, aiming at
production of polihydroxyalkanoate, C. Marangoni, A. Furigo Jr, G. M. F. Aragéo, Braz. J. Chem.
Eng., vol. 18, nr. 2, 2001, (http://www.scielo.br/scielo.php?scrip=sci_arttext&pid=50104-
66322001000200005)-prezinta un studiu al influentei temperaturii, a sursei de carbon si a
sursei de azot din mediu de culturd asupra productiei de polihidroxialcanoati in prezenta
microorganismului Ralstonia eutropha DSM545. Experimentele s-au realizatla 30 sila34°C,
la pH=7 si 150 rpm.
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JP 5023189 A (02.02.1993) Production of de polyester copolymer, descrie cultivarea
bacteriei Alcaligenes eutrophus H16 (ATCC 17699) pe un mediu in care se alimenteaza
continuu un nutrient care cuprinde gamma-butirolactona si fructoza, drept sursa de carbon
si avand un raport C/N cuprins intre 8 si 45.

KR 20040046678 A (05.06.2004) Microorganism producing poly-beta-hydroxy butyric
acid (PHB) and proces for producing PHB using the same se refera la cultivarea in mediu
de fermentatie discontinua a unui microorganism Ralstonia Eutropha (KTC 10351 BP), pe
un mediu care contine glucoza, fructoza si sirop bogat in fructozd. Raportul C/N este
mentinut intre 15 si 25, timp de 48 h, de fermentatie discontinug, iar dupa 48 h, raportul C/N
este mentinut intre 25 si 35, in prezenta de hidroxid de sodiu.

Atunci cand sursa de carbon este glucoza, Alcaligenes eutrophus NCIB 11599
produce o cantitate de 5,08 g/l PHA, cu un continut de PHA de 54% fata de biomasa uscata.
Alcaligenes eutrophus ATCC 33500 produce, de asemenea, pe glucoza o cantitate de
4,16 g/l PHA, cu un continut de PHA de 60% fatd de biomasa uscata Tabandeh Fatemeh,
Ebrahim Vasheghani-Farahani. Biosynthesis of poly-f-hydroxybutyrate as a biodegradable
polymer, Iranian polymer Journal, 12 (1). 2003, pp. 37...42.

Ralstonia eutropha nu creste pe glucoza, dar Ralstonia eutropha DSM 545, un
mutant de Ralstonia eutropha DSM 529, prezintd capacitatea de a utiliza glucoza. Atunci
cand sursa de carbon este glucoza (1%), in conditiile: suplimentarii acesteia cu bulion de
fasole boabe negre care contine carbohidrati, proteine, fibre, calciu, fier, magneziu, potasiu,
zinc, cupru, a aerarii culturii prin agitare la 160 rpm, timp de 48...52 h si a dezvoltarii culturii
la temperatura de 30°C, bacteria Ralstonia eutropha (Cupriavidus necator) DSM 545 pro-
duce, la sfarsitul cultivarii, o concentratie de PHB de la 0,23 g/l, (reprezentand 34% din greu-
tatea uscatd a celulelor) pana la 2,06 g/l (reprezentand 76% din greutatea uscata a
celulelor). Autorii au notat faptul ca biosinteza PHB are loc simultan cu acumularea de
biomasa. Dar chiar daca randamentul de obtinere de PHB din biomasa uscata este de 76%,
concentratiile celulare si de PHA raméan mici (Finkler L., J. C. Pinto, T. L. Alves, Use of
bioproducts of the bean industry for polyhydroxyalkanoate production, 2™ Mercosur
Congress on Clemical Engineering, 2" Mercosur Congress on Systems Engineering. pp.
1...8).

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a polimerilor biodegradabili, polihidroxialcanoati, de tip polihidroxibutirat, cu ajutorul micro-
organismului Ralstonia eutropha DSM 545

Procedeul de obtinere a polimerilor biodegradabili, polihidroxialcanoati, de tip
polihidroxibutirat, cu ajutorul microorganismului Ralstonia eutropha DSM 545, conform
inventiei, consta in etapele prin care microorganismul se antreneaza de 2...6 ori pe un mediu
de culturé care contine 1,5 g% glucoza, 0,075 g% sulfat de amoniu, 0,39 g% fosfat disodic,
0,15 g% fosfat monopotasic, 0,02 g% sulfat de magneziu, 0,002 g% clorura de calciu, 0,005
g% citrat de amoniu si fier, 0,41 mI% solutie de microelemente si 0,2 g% carbonat de calciu,
iar apoi se cultiva pe acelasi mediu de cultura, atat etapa de antrenare, cat si de cultivare a
microorganismului, avand loc la temperatura de 30...34°C, la un pH initial cuprins intre 6, 8
si 7, in conditii de aerare, prin agitare, pe un agitator rotativ cu o excentricitate de 2 cm, dupa
48 h de cultivare, rezultdnd o cantitate de biomasa cuprinsa intre 5,7 si 11,3 g/l, o
concentratie de polihidroxialcanoati cuprinsa intre 4,71 si 8,6 g/l, si un continut de
polihidroxibutirat, raportat la biomasa uscata, cuprinsa intre 76,19 si 92%.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- polihidroxialcanoatii sunt materiale termoplastice cu un grad mare de polimerizare;
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- aceste materiale sunt biodegradabile, biocompatibile, lipsite de toxicitate, inalt
cristaline, optic active, izotactice, piezoelectrice, insolubile in ap3;

- reprezinta alternativa ecologica a polimerilor sintetici.

in ce priveste mediul de culturé pentru Ralstonia eutropha DSM 545, Catalogul
DSM/1998 descrie, pentru acest microorganism, urmatoarele medii: mediul 1 (agarul nutritiv,
utilizabil pentru intretinerea culturii) si mediul 81, utilizabil pentru dezvoltarea: chimiolito-
trofica (in atmosfera de 2% O,, 10% CO,, 60% H, si 28% N,, v/v), heterotrofica (in prezenta
de minerale si un carbohidrat 0,2% sau un acid organic 0,1%) sau pe un mediu lipsit de azot,
in atmosfera de 2% O,, 10% CO,, 10% H, si 78% N,(v/v) sau in atmosfera de 2% O, si 98%
N, (v/v). Dezvoltarea microorganismului pe aceste medii are loc la temperatura de 30°C,
Catalogue of strains DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkurturen
GmbH, Sixth edition, 1998, Ralstonia eutropha (Alcaligenes eutrophus) DSM 545, Medium
1 0or 81: p. 138, Medium 1: p. 307, Medium 81: p. 311.

in ce priveste cultivarea bacteriei Alcaligenes latus DSM 1123, in anul 1988, Lafferty
descrie urmatorul mediu de cultura: zaharoza 1,5 g%, (NH,),S0O, 0,15 g%, Na,HPO,-2H,0
0,45 g%, KH,PO, 0,15 g%, MgSO,7H,0O 0,02%, CaCl, 2H,0 0,002%, citrat de Fe Ill NH,
0,005 g% si pH=7. Solutia de microelemente are urmatoarea compozitie: ZnSO,7H,0O 100
mg/l, MnCl,4 H,O 30 mg/l, H,BO, 300 mg/l, CoCl,6 H,O 200 mg/l, CuSO,5H,0 10 g/l
NiCl,*6H,0 20 mg/l, NaMoO,-2H,0 30 mg/l si apa un litru. intr-o cultivare continuua de trei
saptamani, care se desfasoara la 37°C si pH=7, pe tot parcursul cultivarii cu acest micro-
organism (Alcaligenes latus DSM 1123) si cu aceasta sursa de carbon (zaharoza 1,5 g%),
se realizeaza un continut de 71...79% PHB, raportat la biomasa uscata.

in ce priveste costurile de productie al polihidroxialcanoatilor pe glucoza, se
estimeaza c& acestea sunt de 8...10 centi/libra (452 g), comparativ, costurile de productie
de PHA pe uleiuri vegetale care sunt de doua ori mai mari, $i anume, de 15...20 centi/libra
(Peoples Qliver P., Metabolic engineering of knives forks and spoons, Metabolix Inc. MEWG,
Metabolix Inc., February 3, 2005, 19 pages).

in continuare, se prezintd urmatoarele 4 exemple de realizare.

Exemplul 1. Bacteria Ralstonia eutropha DSM 545 este mai intéi antrenatd, de
2...3 ori, pe acelagi mediu mineral, continand glucoza si in aceleasi conditii de cultivare ca
si cele pentru obtinerea de PHA. Antrenarea si cultivarea discontinua a bacteriei au loc pe
un mediu de culturd DSM, utilizat ca martor, in care raportul sursa de carbon : sursa de azot
este de 10:1, in care zaharoza a fost inlocuita cu glucoza, restul ingredientelor raméanand la
fel. Compozitia mediului de cultura este urmatoarea: glucoza 1,5 g (NH,),SO,, 0,15 g
Na,HPO, 2H,0 0,45 g, KH,PO4 0,15 g, MgSO,- 7H,0 0,02 g, CaCl,-2H,0 0,002 g, citrat de
amoniu si fier 0,005 g, solutie de microelemente 0,2 mI% si apa de robinet 100 ml. Solutia
de microelemente contine: H;BO; 0,3 g, CoCl,* 6H,0 0,2 g, ZnSO,* 7H,O0 0,1 g, MnCl,* 4H,0
30 mg, NaMoO,2H,0 30 mg, NiCl,*6H,0 20 mg, CuSO,5H,0 10 mg si apa distilata 1000
ml. Conditiile de cultivare au fost urmatoarele: temperatura: 30...34°C, pH-ul initial = 6,8...7,
aerarea prin agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm si 2 cm excentricitatea agitatorului. La
sfarsitul celor 48 h de cultivare, principalele rezultate sunt urmatoarele: biomasa uscata 3,98
g/l, PHA 1,90 g/l, continut de PHA, raportat la biomasa uscata, de 47,73%.

Exemplul 2. Bacteria Ralstonia eutropha DSM 545 este mai intai antrenata de 2-3
ori pe un acelasgi mediu si in aceleasi conditii de cultivare ca cele pentru obtinerea de PHA.
Antrenarea si cultivarea discontinua au loc pe un mediu de cultura ICCF, la care raportul
sursa de carbon:sursa de azot este de 20:1. Mediul are urmatoarea compozitie: glucoza
1,5 g, (NH,,SO, 0,075 g, Na,HPO,- 2H,0 0,39 g, KH,PO, 0,15 g, MgSO,-7H,O 0,02 g,
CaCl,-2H,0 0,002 g, citrat de amoniu si fier, 0,005 g, microelemente 0,41 ml, carbonat de
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calciu 0,2 g, apa de robinet, 100 ml. Solutia de microelemente contine: H;BO, 0,3 g;
CoCl,'6H,0 0,2 g, ZnSO,7H,O 0,1 g, MnCl,-4H,0 30 mg, NaMoO,* 2H,0 30 mg,
NiCl,*6H,0 20 mg, CuSO,-5H,0 10 mg, apa distilatd 1000 ml. Conditiile de cultivare au fost
urmatoarele: temperatura: 30...34°C, pH initial = 6,8...7, aerarea prin agitare pe un agitator
rotativ cu 220 rpm si 2 cm excentricitatea agitatorului. La sfarsitul celor 48 h de cultivare,
principalele rezultate sunt urmatoarele: biomasa uscata 5,708 g/l, PHA = 4,71 g/l, continut
de PHA raportat la biomasa uscata = 82,63%.

Exemplul 3. Bacteria Ralstonia eutropha DSM 545 este mai intdi antrenata de
4...6 ori pe acelasi mediu si in aceleasi conditii de cultivare ca cele pentru obtinerea de PHA.
Antrenarea si cultivarea bacteriei au loc pe acelasi mediu de culturd ICCF, ca in exemplul
2. Conditiile de cultivare sunt cele prezentate in exemplul 2. La sfarsitul celor 48 h de
cultivare, principalele rezultate privind biomasa uscata, continutul de PHA si continutul de
PHA, raportat la biomasa uscata, sunt urmatoarele: biomasa uscata 11,30 g/I, PHA = 8,60
g/l, continutul de PHA raportat la biomasa uscaté = 76,10%.

Exemplul 4. Prin antrenarea bacteriei Ralstonia eutropha DSM 545 si cultivarea
acesteia pe mediul de cultura descris in exemplele 2 si 3, s-a atins un continut de PHA,
raportat la biomasa uscata, de 92%, in aceleasi conditii de cultivare. Spectrele IR efectuate
au confirmat producerea de PHB prin procedeul descris de inventie.
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Revendicare

Procedeu de obtinere de polimeri biodegradabili, polihidroxialcanoati, de tip poli-
hidroxibutirat, cu ajutorul microorganismului Ralstonia eutropha DSM 545, caracterizat prin
aceea ca microorganismul se antreneaza, de 2...6 ori, pe un mediu de cultura care contine
1,5 g% glucoza, 0,075 g% sulfat de amoniu, 0,39 g% fosfat disodic, 0,15 g% fosfat mono-
potasic, 0,02 g% sulfat de magneziu, 0,002 g% clorura de calciu, 0,005 g% citrat de amoniu
si fier, 0,41 ml% solutie de microelemente si 0,2 g% carbonat de calciu, iar apoi se cultiva,
pe acelasi mediu de cultura, atat etapa de antrenare, cat si de cultivare a microorganismului,
avand loc la temperatura de 30...34°C, la un pH initial cuprins intre 6,8 si 7, in conditii de
aerare, prin agitare pe un agitator rotativ cu o excentricitate de 2 cm, dupa 48 h de cultivare,
rezultdnd o cantitate de biomasa cuprinsa intre 5,7 si 11,3 g/l, o concentratie de polihidroxi-
alcanoati cuprinsa intre 4,71si 8,6 g/l, si un continut de polihidroxibutirat, raportat la biomasa
uscata, cuprins intre 76,19 si 92%.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 73/2015
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