(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $I MARCI
Bucuresti

ROMANIA

an RO 129215 A2
51) Int.Cl.
A61K 35/74 (2006.01);
A61K 31/745 (200601

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2012 00487
(22)  Data de depozit: 03.07.2012

(41) Data publicarii cererii:
28.02.2014 BOPI nr. 2/2014

(71) Solicitant:
* UNIVERSITATEA "BABES- BOLYAI" DIN
CLUJ-NAPOCA,
STR.MIHAIL KOGALNICEANU NR.1,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
* CARPA RAHELA,
STR. M. KOGALNICEANU NR. 1, PARTER,
CAMERA 59, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

9 PROCEDEU DE MICRO-EXTRACTIE DE POLI-BETA-
HIDROXIBUTIRATI DIN TULPINI BACTERIENE SALBATICE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a poli-
beta-hidroxibutiratilor, utilizat in biotehnologie. Proce-
deul conform inventiei consta din extractia din tulpini
bacteriene salbatice de tip Azobacter sp izolate, din

pajiste alpina, xerofila, carstica si higrofila, din lunca,
cultivate in conditii de crestere controlate.
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PROCEDEU DE MICRO-EXTRACTIE DE POLI- B-HIDROXIBU TIRATI

DIN TULPINI BACTERIENE SALBATICE

Aceastd inventie descrie un procedeu de micro-extractie a poli-B-hidroxibutiratilor din
bacterii de tip Azotobacter izolate din soluri cu conditii de mediu heterogene (zona alpind, zona
carsticd, xerofild si luncd). Poli-B-hidroxibutirafii (PHB) sunt polimeri biodegradabili de rezervi,
produsi intracelular de citre anumite bacterii mai ales in condifii de mediu nefavorabile. Pentru a
obtine acesti biopolimeri celulele bacteriene trebuie lizate. Extractia poli-p-hidroxibutiratilor este
un pas esential pentru obfinerea si utilizarea practicd a acestora. Principala utilitate a inventiei
constd In producerea §i extractia biopolimerului cu multiple aplicatii in biotehnologie, in special
cea medicald. De asemenea, obfinerea acestor biopolimeri se face din surse regenerabile,
reducindu-se astfel presiunea asupra mediului.

Studiul acestor biopolimeri privind biosinteza, microstructura, proprietatile mecanice si
termice precum si biodegradarea lor, a luat amploare in ultimii ani (Suriyamongkol et al., 2007).
Este cunoscut procedeul de extractie bazat pe metoda chimica a dispersiei cu hipoclorit de sodiu
si cloroform (Chang et al. 1994; Singh si Parmar, 2011). Acesta presupune urmatoarea linie de
protocol: cresterea bacteriilor pe diferite medii de cultura, la 30 sau 37 °C cu agitare; colectarea
celulelor prin centrifugare la 15000 rpm pentru 10 minute urmata de spalare cu tampon PBS;
uscare 20 minute la temperatura camerei; calcularea si adaugarea de cloroform si hipoclorit de
sodiu 6% cate 12,5 pL/mg pellet din fiecare; depozitarea mixului peste noapte la 30 °C; a doua zi
centrifugare la 8000 rpm, 10 minute; transferul fazei de la baza in tub curat cu volum masurat;
adaugare 5x volume de mix de metanol:apa (7:3 v/v); centrifugare 10 min la 15000 rpm;
adaugare peste pellet 0,1 acid sulfuric concentrat si se transfera in eprubete de sticla; fierbere 20
min la 100 °C si racire; citirea absorbantei in UV la 235 nm.

Printre dezavantajele acestui protocol se numara: cantitatea mare de reactivi, numarul mare
de etape si respectiv timp si folosirea de tulpini standard specializate in producereca de PHB.
Aceste tulpini bacteriene nefiind selectionate pe baza adaptarii lor la conditii de stress
sintetizeaza cantitati mai mici de PHB.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a asigura un procedeu cat mai eficient si

accesibil laboratoarelor pentru extractia la scara redusa a biopolimerului PHB.
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Noutatea acestui procedeu de micro-extractie constd in utilizarea unor tulpini bacteriene
provenite din zone cu conditii de mediu mai vitrege, care au un potential mai ridicat de sintezi a
PHB, reducerea cantititii de PBS adiugat pelletului §i eliminarea etapei de uscare dupi
addugarea acestuia, reducerea cantititii de cloroform si hipoclorit de sodiu §i reducerea vitezei de
centrifugare. Prin acestea creste eficienta extractiei mérindu-se cantitatea extrasi si diminuandu-
se timpul de lucru i costurile.

Se da in continuare un exemplu de aplicare a acestui procedeu de extractie realizat pe
tulpini bacteriene silbatice de tip Azotobacter sp. izolate din pajiste alpind, pajiste carstici,
pajiste xerofila si pajiste higrofild de luncd. Pentru cresterea acestor bacterii s-a utilizat mediul de
culturd YE (yeast extract) in mai multe variante: cu 10 g manitol (sau cu 1% glucozi, zaharoza
sau arabinozd ca sursi de carbon); 0,5 g KH,PO,4; 0,2 g MgSO4x7H,0; 0,1 g NaCl; 25 g
peptond; 2,5 g triptond; (sau 1% L cisteina; L glicina; DL triptofan) si 2,5 g extract de drojdie si
1000 mL apa distilata. Cate 50 mL din mediile preparate au fost repartizate in flacoane
Erlenmeyer de 250 mL, autoclavate §i apoi inoculate cu 4% inocul. Acestea au fost puse la
incubat la 28 °C, agitare 120 rpm timp de 48 de ore. Dupd incubare suspensiile se centrifugheaza
la 6500 rpm 20 minute. Se spald pelletul cu tampon PBS (mai putin de 100 pL) si se catireste.
Apoi se calculeazd pentru fiecare proba cantitatea de cloroform si hipoclorit de sodiu 6% care
trebuie adaugatad astfel sd corespundid cite 12 pL din fiecare pentru 1 mg pellet. Mixul se lasid
peste noapte la 30 °C.

A doua zi se centrifugheazd la 6500 rpm, 15 minute rezultand 3 faze iar cea de la fundul
tubului este faza ce contine PHB. Aceastd faza cu cloroform se transferd in tub curat cu volum
masurat. Apoi se adaugd 5x volume de mix de metanol:apa (7:3 v/v). Se centrifugheazd 20 min la
6500 rpm. Peste pellet se adaugd 0,1 acid sulfuric concentrat si se transferd in eprubete de sticla.
Acest mix se fierbe 20 min la 100 °C si apoi se riceste. La tulpinile bacteriene studiate, poli-f-
hidroxibutiratii s-au cuantificat prin citirea absorbantei in UV la 235 nm.

Prin aplicarea acestui nou procedeu, se obfin urmétoarele avantaje:

- eficientizarea productiei de PHB prin folosirea unor tulpini bacteriene capabile sa
producd cantitati mai ridicate de PHB datoritd condifiilor de stress ale mediului din care
provin.

- simplificarea protocolului de bazd prin minimizarea volumului de tampon de

spalare §i eliminarea etapei de uscare.
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- cresterea accesibilititii utilizdrii procedeului prin reducerea numérului de rotatii
per minut la centrifugare.
- reducerea volumului de cloroform si hipoclorit de sodiu utilizate.

Procedeul de extractie a poli-B-hidroxibutiratilor din tulpini bacteriene sdlbatice este
susceptibil de a fi aplicat la scara mai largd (industrial) prin constituirea unor colectii bacteriene
si utilizarea bioreactoarelor in care conditiile de crestere sunt controlate. Avantajele enumerate
permit designul unei instalatii simplificate de producere a PHB, a carei utilizare presupune numar
de operatii si timp de productie reduse. Posibilitatea de control automatizat al acestei instalatii

permite reducerea costurilor de productie aferente resurselor materiale i umane.
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REVENDICARI

Procedeu de micro-extractie de poli-B-hidroxibutirati din (1) tulpini bacteriene s&lbatice
izolate din soluri cu conditii de mediu vitrege, (2) cu centrifugare la 6500 rpm, (3) folosind 12 pL
cloroform si 12 pL hipoclorit de sodiu 6% care se adaugi dupi etapa de spilare cu tampon PBS,

in scopul (4) simplificirii procedeului eliminidndu-se §i etapa de uscare a pelletului.
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