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Inventia se referd la un procedeu de selectie a tulpinilor de microalge (cianobacterii
si microalge eucariote) utilizate pentru producerea de biocombustibili si aditivi furajeri.

Microalgele au o capacitate de fixare a bioxidului de carbon care este de cateva ori
mai mare decéat cea a plantelor superioare. Biomasa rezultata este utilizata pentru obtinerea
de biocombustibili, aditivi furajeri, suplimente nutritive, biopreparate de uz agricol, compusgi
biologic activi (care sunt ingrediente ale unor medicamente, cosmetice, stimulatori de
crestere pentru plante etc.).

Principala problema tehnica, care limiteaza randamentul conversiei fotosintetice a
bioxidului de carbon in compusi de interes practic, este aceea a aparitiei fenomenelor de
fotoinhibitie, in cazul depasirii zonei de intensitate luminoasa de saturatie, |,. Intensitatea
luminii solare este mult peste intensitatea I,. La cianobacterii, aceste fenomene de fotoinhi-
bitie se instaleaza la circa 250 ymoli fotoni (UE) m?s™, respectiv, la ceva mai putin de 12,5%
din lumina solara incidenta in timpul verii la 45° latitudine nordic3, iar la algele eucariote,
fotoinhibitia se instaleaza la circa 200 ymoli fotoni m2s™.

Pentru depasirea acestei probleme tehnice a fenomenelor de fotoinhibitie rezultate
la intensitati ale luminii peste intensitatea luminoasa de saturatie |, au fost propuse mai
multe tipuri de solutii tehnice: (i) de crestere a densitatii populatiei de microalge in fotobio-
reactoare si a vitezei de amestecare; (ii) de proiectare a unor fotobioreactoare in care lumina
sa fie ,diluatd", si (iii) de selectare a unor tulpini cu o rezistentd mai mare la fotoinhibitie si
care au o0 zond a intensitatii luminoase de saturatie mai apropiaté de cea a intensitatii luminii
solare.

Cererea de brevet US 2008/0124756 A1 descrie un procedeu de realizare a unor
microorganisme fotosintetice (microalge), modificate genetic pe baza tehnologiei antisens
ARN. Aceasta tehnologie este directionata pentru blocarea unor promotori indusi de luming,
specifici pentru Mg chelataza clorifiliana si pentru fosfogliceratkinaza. Selectia transfor-
mantilor se realizeaza prin donarea concomitentad a genei pentru luciferaza in microalgele
transformate (luciferazé care produce bioluminescenta pe baza ATP generat in fotosinteza).

Procedeul de selectie, descris in cererea de brevet US 2008/0124756 A1, prezinta
doud dezavantaje: (i) realizeaza selectia exclusiv pentru criteriul rezistentei la fotoinhi-
bare/cresterii valorii intensitatii luminoase de saturatie, |, si (i) foloseste pentru selectie un
marker introdus prin manipulari genetice (gena care codifica pentru luciferaza), care poate
s& nu se exprime in anumite tulpini valoroase si care trebuie eliminat apoi din tulpinile care
vor fi industrializate (pentru ca reduce randamentul conversiei fotosintetice, datorita utilizarii
ATP rezultat prin fotosinteza pentru bioluminescenta).

US 5871952 A prezinta procedeul de selectie de celule mutante de alge H2 - produ-
catoare, oxigen-tolerante, care cuprinde: (a) cresterea de celule de alge fotoautotrofe in
lumina fluorescenta la faza log medie; (b) inducerea celulelor de alge fotoautotrofe crescute
inlumina fluorescenta la faza log medie in etapa (a) in anaerobioza, prin: (1) resuspendarea
celulelor intr-o solutie tampon si supunerea suspensiei la anaerobioza cu un gaz inert; (2)
incubarea suspensiei, in absenta luminii la temperatura ambiant§; (c) tratarea celulelor din
etapa (b) cu metronidazol, azida de sodiu $i oxigen adaugat la concentratii controlate in
prezenta luminii din spectrul vizibil; (d) spalarea de pe metronidazol si azida de sodiu, pentru
a obtine o suspensie de celule finalg; (e) insamantarea suspensiei de celule finala pe un
mediu minimal si incubare in lumina, la o temperatura potrivita pentru a permite coloniilor s&
aparg; (f) numararea numarului de colonii pentru a determina procentul de mutante supravie-
tuitoare si (g) testarea supravietuitoarelor pentru a identificarea mutantelor H2-producétoare,
oxigen-tolerante.
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Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, este de a realiza simplu gi rapid selec-
tarea tulpinilor de microalge, cu 0 zona a intensitatii luminoase de saturatie mai apropiata de
cea a intensitatii luminii solare si care acumuleaz& concomitent compusi de interes practic
(ca, de exemplu, lipide).

Procedeul de selectie, conform inventiei, este alcatuit din urmatoarele etape: realiza-
rea unei suspensii de microalge care contine o populatie de microorganisme cu variabilitate
ridicatd, prin tehnici uzuale de extractie si izolare din mediu sau de mutageneza a unei tulpini
dejaizolate; aducerea suspensiei la o densitate optica de 0,25, la 550 nm, corespunzator la
10°...10" ufc/ ml; diluarea de 1000 ori a suspensiei prin diluti zecimale, pana la
10°...10% ufc/ml; etalarea suspensiei de microalge pe un mediu mineral, cum este mediul BG-
11, care contine 1 mM de metronidazol, agarizat cu 1,5% agar si repartizat in placi Petri;
incubarea placilor Petri cu microalge timp de minimum 72 h, la 25°C sila 250 uE m?s™, cu
un ciclu de 16 h lumina/8 h intuneric; preluarea imaginii cu o (foto)camera digitald cu un
senzor de minimum 6 megapixeli; selectarea imaginii fiecarei colonii si transformarea imaginii
coloniei in intensitate de semnal RGB, cu ajutorul algoritmilor inclusi intr-un program
software comercial; determinarea continutului de clorofila a si de lipide conform ecuatiei
liniare Y= aR + bG + cB, in care Y este continutul de clorofild a sau de lipide, R, G, B sunt
valorile medii ale intensitétilor fiecarei culori primare, a, b $i ¢ sunt parametrii de corelatie
specifici pentru fiecare grup de microorganisme fototrofe; selectarea coloniiilor care prezinta
concomitent valori ridicate ale continutului de clorofila a si de lipide si repicarea acestora
pentru utilizari ulterioare.

Avantajele procedeului descris conform inventiei sunt urmatoarele:

- este un procedeu simplu si usor de aplicat, folosind aparatura si reactivi de laborator
uzuale si echipamente si software de preluare si procesare a imaginii care sunt larg accesi-
bile comercial;

- permite selectarea tulpinilor dupa cel putin doua criterii, atat dupa eficienta
fotosintetica la valori ridicate ale intensitatii luminoase (care permite cregterea microalgelor
in prezenta de metronidazol), cat si dupa acumularea de lipide.

Procedeul descris prin prezenta inventie se ilustreaza prin urmatorul exemplu.

intr-un Erlenmeyer de 25 ml, se aduc 5 ml suspensie 10° ufc/ml (in mediu lichid BG-
11) de cianobacterii Synechococcus PCC6301. Se adauga 5 ml de mediu lichid BG-11, care
contine o concentratie initiala 1 mM de 5-fluorodeoxiuriding, atingandu-se, in mediul final de
mutageneza, o concentratie de 0,5 mM 5-fluorodeoxiuridind. Cianobacteriile sunt cultivate
panala atingerea unei densitéti optice de 0,25, la 550 nm (corespunzator la 10°...10" ufc/ ml),
agitate pe masa rotativa, aerate aseptic cu un aer imbogatit in bioxid de carbon (2%) si
iluminate la o intensitate de 250 yE m™s™, cu un ciclu de 16 h lumind/8 h intuneric. Din
suspensia de cianobacterii supuse mutagenezei chimice, se realizeaza o dilutie seriala de
1:9, repetata de trei ori (diluare de 100 ori), pana la atingerea unei densitati optice de
10°...10* ufc/ml. Suspensia de microalge se etaleaza pe un mediu mineral BG-11, care
contine 1 mM de metronidazol, agarizat cu 1,5% agar si repartizat in placi Petri.

Tabelul 1
Formula mediului mineral BG-11, folosit pentru cultivarea microalgelor
Ingredient gl’ mM
NaNO, 1,5 17,65
K,HPO,3H,0 0,04 0,18
MgSO,7H,0 0,075 0,30
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Tabelul 1 (continuare)

Ingredient gl mM
CaCl,2H,0 0,036 0,25
Acid citric 0,006 0,03
Citrat feriamoniacal 0,006 0,03
EDTA (disodic monomagneziu) 0,001 0,003
Na,CO, 0,02 0,19
Amestec de microelemente A5+Co 1 mi
Apa distilata panala1l
pH dupé autoclavare si racire 7,4

Solutia de microelemente A5+Co

Ingredient gl
H,BO, 2,86
MnCl,-4H,0 1,81
ZnSO,7TH,0 0,222
Na,MoO,-2H,0 0,390
CuS0,-5H,0 0,079
Co(NO,),:6H,0 0,049

Placile Petri se incubeaza timp de 72 h, 1a 25°C siiluminare la 250 uEm? s, cu lampi
fluorescente de 15 W, cu un ciclu de 16 h lumina/8 h intuneric. Dupa incubare, placile Petri
sunt fotografiate cu un aparat Canon EOS D40, prevazut cu un senzor de 10,1 megapixeli
si echipat cu un obiective macro EF 100/f2,8 USM. Pentru evitarea fenomenului de
neclaritate a imaginii preluate, camera foto se fixeaza pe un tripod si iluminarea placii Petri
se realizeaza cu un dispozitiv flash circular, cu diode luminescente, amplasat in jurul
obiectivului. Fotografiile rezultate sunt apoi prelucrate cu ajutorul unui soft Adobe photoshop
CS3. Se selecteaza imaginea fiecarei colonii si se transformaimaginea coloniei in intensitate
de semnal RGB, cu ajutorul algoritmilor inclusi in programul Adobe photoshop CS3.

Preluarea imaginii placilor Petri si procesarea acestor imagini se poate realiza cu
orice fel de camere foto sau video care au un senzor de cel putin 6 M si cu orice soft care
include algoritmi pentru descompunerea imaginii in culorile primordiale RGB si alocarea de
valori pentru intensitate (,stralucire"-brightness).

Din valorile medii de intensitate (,stralucire”- brightness), caracteristice fiecarei
colonii, se determina continutul de clorofila a si de lipide, conform ecuatiei liniare Y = aR +
bG + cB, in care Y este continutul de clorofila a sau de lipide, R, G, B sunt valorile medii ale
intensitatilor fiecarei culori primare, a, b si ¢ sunt parametrii de corelatie specifici pentru
fiecare grup de microorganisme fototrofe. Pentru cianobacterii, valorile acestor parametrii
sunt-1,34, 1,32 si-0,02, pentru clorofila a, respectiv, -28,31; 25,12 si 8,59, pentru lipide. Se
selecteaza coloniiile care prezintd concomitent valori ridicate ale continutului de clorofila a
si de lipide, si se trec pe mediu proaspat, pentru utilizéri ulterioare.

Procedeul descris mai sus a fost utilizat pentru selectarea unor tulpini mutante de
cianobacterii care acumuleaza lipide si au o valoare ridicata a zonei de intensitate luminoasa
de saturatie, |,.
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Metronidazolul este un toxic care este activat de lantul transportor de electroni si
protoni din tilacoizi, iar prezenta acestuia in mediul de cultura determina selectia tulpinilor
care au antene foarte scurte ale celor doua fotosisteme (si care au o valoare ridicata a zonei
de de intensitate luminoasa de saturatie).

Tulpinile selectionate au fost cultivate pe o instalatie de laborator similara
fotobioreactoarelor cu bule. Aceasta instalatie a fost realizaté din tuburi de sticla lungi (de
50 ml, diametrul 2 cm) in care s-au introdus tuburi de 0,2 cm din policarbonat, pentru
barbotarea amestecului imbogatit in CO, (5%). Acest amestec, aflat la o presiune de 2 bari,
a fost barbotat in mediu, la o rata de 0,2 ml/ml mediu/min, fiind trecut prin filtre microbiene,
pentru asigurarea axenicitatii. luminarea s-arealizat cu tuburi fluorescente, la o ratd maxima
de 300 yE:m?s™", cu un ciclu de 16 h iluminare cu 8 h pauza. In sedimentul cianobacterian,
a fost determinat continutul de clorofila a si de lipide, prin folosirea tehnicii de prelucrare a
imaginii descrise mai sus si a coeficientilor de corelatie ai ecuatiei liniare.

Determinarea chimica a lipidelor s-a realizat prin metoda colorimetrica cu reactiv
fosofovanilinic, in varianta pentru (ciano)bacterii descrisé de Izard si Limberg, 2003. Aceasta
metoda implica utrasonicarea sedimentului de cultura de cianobacterii, urmata de extractia
ultrasonicatului in amestec de cloroform : metanol, in raport de 2:1: 0,8 (sub agitare, la
frigider). Lipidele au fost separate de materialul hidrosolubil prin diluare cu un volum de
cloroform, urmata de indepartarea fazei apoase la trompa de apa. Din extract, s-au reluat
100 pl de cloroform, care s-au evaporat sub jet de azot. Peste reziduu, s-au adaugat 100 ul
apa si 2 ml de acid sulfuric 18 M. Amestecul rezultat a fost hidrolizat prin fierbere 10 min la
baie de apa si racit. Peste hidrolizatul racit, s-au adaugat 5 ml de reactiv fosfovanilinic (0,120
g vanilind s-au dizolvat in 20 ml de ap3, volumul final fiind adus la 100 cu acid fosforic de
85%). Dupa agitare, s-a lasat la intuneric, timp de 45 min, la temperatura camerei.
Densitatea optica s-a determinat la lungimea de unda A=560 nm, in cuva de 10 mm. Pentru
transformarea densitatilor optice in concentratii lipidice, s-a folosit o curba etalon (0,1...1
mg/ml).

Determinarea biochimica a continutului de clorofila s-a realizat prin spectrofotometrie,
dupa extractia celulelor cu metanol. Clorofila s-a determinat in extractele metanolice, folosind
ecuatia modificata a lui Lee si Shen (2004):

Clorofila a (mg I'") = 13,43 x ODy;

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 2. Aceste rezultate demonstreaza ca
procedeul de selectie propus prin prezenta inventie permite selectarea tulpinilor de microalge
care au o valoare ridicata a intensitatii luminoase de saturatie si acumuleaza lipide.

Tabelul 2
Valorile continutului de lipide si de clorofild a, estimate din valorile intensitatilor medii ale
culorilor primare RGB si determinate prin tehnici biochimice in tulpini de cianobacterii
selectate conform procedeului descris si crescute la intensitate luminoasa ridicata

Nr. | Intensitatea culorilor primare Continut de Continut de Continut | Continut de
crt. lipide, clorofild a, de lipide, clorofila a,
Rosu Verde | Albastru | estimat (YL)® | estimat (Yc)® | determinat | determinat
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
1 122,21 | 137,23 28,22 229,86 25,05 223,50 11,20
2 124,34 | 141,38 22,87 227,85 28,03 79,80 22,80
3 121,74 | 137,32 27,91 242,77 26,09 243,80 25,40

2 model RGB, pentru estimarea lipidelor: Y, =28,31R + 25,13G + 8,59B
® model RGB, pentru estimarea clorofilei a: Yc.=134R + 1,32G + 0,02B.
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Revendicare

Procedeu de selectie a tulpinilor de microalge, caracterizat prin aceea ca este
alcatuit din urmatoarele etape: realizarea unei suspensii de microalge care contine o popu-
latie de microorganisme cu variabilitate ridicata, prin tehnici uzuale de extractie siizolare din
mediu sau de mutageneza a unei tulpini deja izolate; aducerea suspensiei la o densitate
optica de 0,25, la 550 nm, corespunzator la 10°...10” ufc/ml; diluarea de 1000 ori a suspen-
siei prin dilutii zecimale, pana la 10°...10" ufc/ml; etalarea suspensiei de microalge pe un
mediu mineral, cum este mediul BG-11, care contine 1 mM de metronidazol, agarizat cu
1,5% agar si repartizat in placi Petri; incubarea placilor Petri cu microalge timp de minimum
72 h,1a 25°C sila 250 uE m™s™, cu un ciclu de 16 h lumin&/8 h intuneric; preluarea imaginii
cu o (foto)camera digitala cu un senzor de minimum 6 megapixeli; selectareaimaginii fiecarei
colonii si transformarea imaginii coloniei in intensitate de semnal RGB, cu ajutorul
algoritmilor inclugi intr-un program software comercial; determinarea continutului de clorofila
a si de lipide, conform ecuatiei liniare Y = aR + bG + ¢B, in care Y este continutul de clorofila
a sau de lipide, R, G si B sunt valorile medii ale intensitatilor fiecarei culori primare, a, b si
¢ sunt parametrii de corelatie specifici pentru fiecare grup de microorganisme fototrofe;
selectarea coloniiilor care prezinta concomitent valori ridicate ale continutului de clorofila a
si de lipide, si repicarea acestora pentru utilizari ulterioare.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 769/2013




	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



