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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a bioeta-
nolului din deseuri vegetale amidonoase. Procedeul
conform inventiei constad Tn hidroliza amidonului din
deseuri amidonoase, pana la unitati de glucoza, cu un
complex enzimatic care contine a-amilaza, glucoamil-

aza si pullulanaza, biosintetizat de mutanti recombinanti
ai speciei Pichia pastoris.
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Procedeu de obtinere a bioetanolului din deseuri vegetale am:doaoase

cu consortii microbiene

Prezenta inventie se referd la un procedeu biotehnologic de obtinere a tioetanolului
din deseuri vegetale amidonoase in care hidroliza amidonului este realizata intr-o singura faza
cu un complex enzimatic produs de un consortiu de microorganisme.

Existd o cerere crescdnda pe plan mondial pentru suplimentarea combustibilului clasic
(benzina) cu alti contributori energetici, care daca nu vor inlocui total benzina. cel putin o vor
reduce prin suplimentare.

in unele tari bioetanolul a devenit un aditiv in unele produse pe baza de benzina (1).
Deasemenea, utilizarea bioetanolului reduce emisiile de dioxid de carbon cu efect de sera.

Deseurile vegetale amidonoase, intre care cojile de cartof ce se pot acumula in cantitati
uriase, pot constitui o bazd de materie prima importanta in producerea de bioetanol. Etanolul
obtinut din tratarea deseurilor de cartof are o structurd cu ramificafii §i sunt necesare mai
multe enzime pentru desfacerea lui in unitafi de glucoza. Acestea sunt: a-amilaza |,
glucoamilaza, pullulanaza. Alta sursa de deseuri amidonoase accesibile o constituie deseurile
de la procesarea porumbului si vorbim aici de madlai grosier, uruiala, sparturi de boabe de
porumb. Amidonul obtinut din procesarea deseurilor de porumb are o structura liniara, fiind
necesare doar a amilaza si glucoamilaza pentru hidroliza la unitdti de glucozd. Se adauga
drojdia alcooligena, iar procesul coninud in condifii anaerobe pana la consumul total al sursei
de carbon (sub 1% zahar reducitor) (2).

Cererea crescandd de etanol are in vedere si alte scopuri industriale ca industria
solventilor, agen{i de curatare i conservare, suplimentdnd astfel sinteza chimicd a
substraturilor petrochimice.

Astfel, scaderea resurselor de petrol duce la necesitatea gasirii unor alte resurse de
energie regenerabile prin utilizarea produselor reziduale din agricultura, industria alimentara,
sau biodiesel.(3).

Se comunicd (4) procesarea cartofilor si a subproduselor acestora prin lichefiere si
zaharificare folosind trei produse comerciale enzimatice, procese urmate de fermentarea cu
drojdie alcooligena.

Prezenta inventie valorificdi cunoasterea amanuntiti a  caracteristicilor
microorganismului Pichia pastoris (Guilliermond) Phaff (1956) care fermenteazi glucoza si

asimileaza etanol si glicerol (5), fiind in special puternic metilotrofa.
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Acest microorganism a devenit de un considerabil interes pentru biotehnologie datorita
capacitatii sistemului sdu genetic de a produce o gama largd de proteine cu importanta
medicald si industriala. Deasemenea, Pichia pastoris poate fi in mod stabil o gazda pentru
gene heterologe.

Procedeul conform inventiei foloseste trei tulpini de Pichia pastoris , mutanti
recombinanti obtinuti de catre Catedra de Stiinte Tehnice si Stiinte ale Naturii — Universitatea
Sapientia Miercurea Ciuc. Acestea sunt purtatoare de gene heterologe astfel:

- pentru d-amilaza YPD + zeacin cu indicativul pPICZ a-amyl;

- pentru glucoamilaza YPD + zeacin cu indicativul pPICZA a-glu;

- pentru pullulanaza Pichia pastoris 111 cu indicativul pPICZ a+ GA;

Aceste tulpini de Pichia pastoris vor realiza biosinteza de a-amilaza, glucoamilaza si
pullulanaza raspunzitoare de etapele de dextrinizare si zaharificare din procesul producerii de
etanol din deseuri amidonoase.

Procedeul conform inventiei utilizeazd un consortiu de trei microorganisme
recombinante ale speciei Pichia pastoris ce produc un complex de enzime (ua-amilaza,
glucoamilaza. pullulanaza) prin cultivare pe un mediu de inocul continand: glicerina, extract
de porumb, KH,POy, yeast extract, MgSQO, si un mediu de biosintezd continand: cartofi,
malai+uruiala, KH,PO, NaCl, acid citric, MgS0O,, oligoelemente, MeOH. Complexul
enzimatic obtinut este adaugat mediului de fermentatie, realizand hidroliza amidonului, dupa
care are loc fermentatia anaerobd producatoare de etanol cu un consortiu de trei
microorganisme din genul Saccharomyces.

Ca microorganisme alcooligene se utilizeaza 3 tulpini de Saccharomyces cerevisiae :
ICCF 310, ICCF 312, ICCF 386, provenite din colectia de microorganisme de interes
industrial a [CCF.

Procedeul conform inventiei aduce ca noutate in procesul de valorificare a deseurilor
amidonoase urmatoarele avantaje:

- nu se folosesc enzime comerciale, ci un complex de enzime produs intr-un singur

bioproces:

- intregul proces tehnologic se bazeazd pe consortii microbiene, atit in etapa de

obtinere a enzimelor necesare accesibilizarii substratului de bioconversie, precum

si in etapa principald de sinteza a etanolului;

In detaliu, procedeul conform inventiei contine urméatoarele etape:
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Pichia pastoris 1 (pentru a-amilaza), Pichia pastoris 11 (pentru glucoamilazi) si
Pichia pastoris Il (pentru pullulanazi) sunt intretinute in conditii de laborator (+4 °C)
pe un mediu nutritiv agarizat ce contine %(g/v): yeast extract 1 ; bactopeptoni 2;
glucoza 2; agar-agar 2; pH 6.5. Aceste culturi reprezinta cultura stoc dar si preinoculul
pentru inifierea unui proces fermentativ sau orice altd actiune de selectie sau
conservare.

Faza de inocul este faza de cultura lichidd in care microorganismele se
inmultesc rapid si pot fi preluate pentru faza urmatoare de bioproces. Mediul de inocul
lichid a fost conceput pe baza caracterelor de specie descrise mai sus si anume: o sursa
rapid asimilabild de carbon o constituie glicerolul. Astfel, acest mediu confine %(g/v):
glicerol 2; extract de porumb 1,5; KH,PO, 1,5; yeast extract 0,5; MgSO4 7 H,O 0,05,
pH 6,3-6.5, 100 ml mediu/flacon Erlenmayer de 750 ml. Incubare 20 h la 28 °C cu
agitare rotativa coninua.

Din aceastd culturd se inoculeazd mediul de bioproces 7% (v/v) in faza
urmatoare pentru sinteza de enzime. Mediul de bioproces a fost conceput si fie
asimilabil si sa inducd biosinteza de enzime (a-amilaza, glucoamilaza si pullulanazi)
prin actiunea genelor heterologe pe care le poarta acesti mutanti recombinanti. Acest
mediu contine %(g/v): cartof 7; mélai 1 + sparturd de porumb 1; extract de porumb
5.5; acid citric 0,1; NaCl 0,5; MgSO4 7 H>O 0,05; CaCl, 0,02 + sdruri minerale:
FeSO, 7 H,0 0,001 ; ZnSO, 7 H,0 0,001 ; CuSO; 7 H,O 0,0005 ; metanol 0.4 1a 0
h si la 24 ore.

Inoculele lichide reunite de Pichia 1, Il si IIl in fazd optimd de dezvoltare
(agitare rotativa 20 h la 28°C) este trecut in mediul de bioproces descris mai sus si se
stabilesc parametri de agitare, aeratie, astfel incat nivelul oxigenului dizolvat in mediu
sd nu scada sub 20 %. Procesul dureazad 72 ore iar mediul final de fermentatie contine
complexul enzimatic nou biosintetizat a-amilaza si glucoamilaza si pullulanaza.

Mediul final de biosintezd confine o concentratie de a-amilaza, glucoamilaza
respectiv pullulanaza exprimatad in unitdfi/ml (U/ml) de activitate enzimatica (AE)
proteind (P) exprimata in mg/ml si activitate specifica (AS) in U/mg proteina.

Determinarea activitf{ii enzimatice se realizeaza tolosind ca substrat amidonul.

Mediul final este prelucrat prin filtrare pe celita si concentrare prin ultrafiltrare

pe membrane cu limita de separare 10 kDa si 5 kDa. Volumul concentrat este pastrat

= S

prin congelare.
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Faza alcooligend urmeaza etapele urmaitoare: deseurile amidonoase sunt
prelucrate mecanic (maruntite) si fierte aproximativ 10 minute. Se adaugd cantitatea
necesara de complex enzimatic astfel:

- pentru deseurile de cartofi se utilizeaza un complex enzimatic alcatuit din a-
amilaza, glucoamilaza, pullulanazs;

- pentru deseurile din prelucrarea porumbului (uruiald + spartura de boabe) se
utilizeaza un complex enzimatic ce cuprinde a-amilaza si glucoamilaza.

Parametrii de lucru sunt astfel:

- 0-4 ore agitare continua la 30°C, pH 6;
- 4-8 ore agitare continua la 40°C, pH 5;
- 8-24 ore agitare continua la 50°C, pH 5.
Se adauga saruri minerale %o(g/v):

- sulfat de amoniu 0,07;
- sulfat monopotasic 0,07;
- sulfat de magneziu 0,035.

Se corecteaza pH-ul la 4,5 - 5; sterilizare 30 minute la 110 ° C;

Se realizeazd incubarea cu un consorfiu de Saccharomyces cerevisiae si
Saccharomyces carlsbergensis obtinut pe un mediu lichid de inocul ce contine %o(g/v):
glucoza 4 si peptona 1, pH 6,7. Dezvoltarea se face cu incubare la 30°C, cu agitare coninua
18-20 ore. De mentionat ci se cultiva separat fiecare tulpina de Saccharomices, iar inocularea
in faza urmatoare se face cu un inocul reunit in procent total de 7 %(v/v). Utilizarea celor trei
tulpini de Saccharomyces are rolul de potentare microbiana a consumului de zahar reducator.

Procesul fermentativ este total anaerob avand urmaétorii parametrii:

- 0-2 ore agitare continud pentru stimularea populatiei de drojdii la trecerea de
la inocul la procesul de biosinteza;

- 2-30 ore agitare intermitentd, cite 5 minute la 4 ore.

Temperaturile de lucru sunt: 28°C pentru deseuri amidonoase rezultate din
prelucrarea porumbului si 30°C pentru deseuri amidonoase din cartofi.

Se dozeaza periodic consumul de zahar reducator (comparativ cu valoarea
initiala) si dozarea de etanol produs pe seama biotransformarii zaharului reducator rezultat din
procesarea deseurilor de cartof.

Se dau urmatoarele exemple:

i
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Exemplul |

Procedeul conform inventiei cultiva Pichia I si Pichia 11 mutanti recombinanti
pe un mediu de intretinere nutritivd agarizat ce contine %(g/v): yeast extract 1; peptond 2;
glucoza 2; agar-agar 2; pH 6.5, sterlizare la 110 ° C, 30 minute. Incubare statica la 30°C. timp
de 48 ore. Are loc dezvoltarea in plaja.

Se incubeaza mediile lichide nutritive cu suspensii din culturile de mai sus in
raport de 10 %. Mediul de inocul lichid contine %(g/v): glicerind 2; extract de porumb 1.,5;
KH,PO, 1.5; yeast extract 0,5; MgSOy 7 H,0 0,05. Incubare 18-20 h cu agitare coninua la 28-
30°C.

Se dezvolta o cultura lichida de Pichia I si respectiv Pichia [l cu urmatoarele
determinari finale: glicerina 0,3 mg/100 ml; biomasa ca densitate optica (DO) la 570 nm
(1:50) 27; pH 5.87.

Aceaste culturi lichide Pichia I si Pichia Il se inoculeaza in raport de 7 %(v/v)
in mediul specific pentru biosinteza de o amilazi si glucoamilaza (% g/v):

Cartof procesat prin maruntire si fierbere 7,5

Faina de malai 2.5

Extract de porumb 6

Acid citric 0,1

NaCl 0.5

CaCl, 0,02

Oligolemente :

FeSO, 7 H,O - 0,001

ZnSO, 7 H,O - 0,001

CuSO, 7 H,O - 0,005

Metanol 1.2 %(v/v) (se adauga initial, 24, 48 ore cate 0.4 %(v/v) deoarece este
consumat in totalitate in perioada respectivi).

Parametrii de lucru sunt: 100 ml mediu/flacon de 750 ml; agitare permanenta
250 rpm; temperatura 28-30°C; durata 72 ore.

Mediul final de biosintezd a a-amilazei si glucoamilazei are urmadtoarele
caracteristici:

- AE a-amilaza 2,09 U/ml

-AE glucoamilaza 0,71 U/ml

- pH 6,98

-D0O 243
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Complexul enzimatic obtinut in urma biosintezei este izolat si concentrat prin filtrare
si ultrafiltrare. Mediile de biosinteza din 50 de flacoane sunt reunite rezultand un volum de 5 1
ce este filtrat pe un strat adjuvant de celitd, filtratul obtinut (4.4 1) fiind concentrat prin
ultrafiltrare pe un modul Millipore (cu membrana de celuloza PLCGC- Pellicon avand limita
de excludere de 10 kDa si o suprafata de filtrare de 0.5 m?)

Se obtin doua faze: concentrat I (0,5 ) si filtrat (3.9 1). Activitdtile enzimatice in
concentrat [, sunt: d-amilaza 3,8 U/ml, glucoamilaza 1,6 U/ml. Deoarece o parte din enzimi a
trecut i in filtrat, acesta se concentreazd prin ultrafiltrare pe membrand PESU
(polyethersulfone). avand limita de excludere de 5 kDa si o suprafata de filtrare de 0.5 m’
(Biomax Membrane). Se obtine un concentrat enzimatic II (0,4 1) cu urmatoarele activitatilor
enzimatice: a-amilaza 3,9 U/ml si glucoamilaza 1,8 U/ml. Cele doud concentrate [ si II se
reunesc (complex enzimatic I) si se utilizeazi in etapa urmatoare de hidroliza a deseurilor

amidonoase din porumb (uruiald si sparturd de boabe) pentru obtinerea de bioetanol.

Exemplul 2

Se procedeazd conform exemplului 1, cultivind cele trei microorganisme
producitoare de enzime: Pichia I (mutant pentru producerea de a-amilaza), Pichia II (mutant
pentru producerea de glucoamilazd) si Pichia /1] (mutant pentru producerea de pullulanaza)

Mediul final de biosinteza are urméatoarele caracterstici:

AE a-amilaza 2.19 U/ml

AE glucoamilazi 0,81 U/ml

AE pullulanazi 0.35 U/ml

Complexul enzimatic obtinut in urma biosintezei (6 1) este izolat si concentrat prin
filtrare si ultrafiltrare conform exemplului 1. In urma concentrarii activitatile enzimatice
finale sunt: pentru concentrat I (0.94 I): a-amilaza 3.7 U/ml, glucoamilazda 1.7 U/ml.
pullulanaza 2.7 U/ml, iar pentru concentrat II (0.36 1) sunt a-amilaza 3.9 U/ml, glucoamilaza
1.9 U/ml. pullulanaza 2.91. Cele doua concentrate I si II se reunesc (complex enzimatic 1I) si
se utilizeazd in etapa urmatoare de hidrolizd a deseurilor amidonoase din cartofi (coji de

cartofl) pentru obtinerea de bioetanol.
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Exemplul 3

Procedeul conform inventiei utilizeazi deseuuri vegetale amidonoase din malai
(sparturi de boabe si uruiala) .

Pichia | si Pichia Il sunt cultivate conform exemplului 1. Fazele de lucru sunt
urmatoarele:

- 25g deseuri amidonoase din maélai (sparturd si uruiald) + 35 ml apa se fierb
aproximativ 3-5 minute.

- Se adaugd un complex enzmatic [ (65 ml) alcatuit din a-amilazd si
glucoamilaza. Procesul de hidroliza enzimatica a amidonului are loc in primele 4 ore la 30°C,
pH 6. pentru actiunea a-amilazei iar intre 4-24 ore la 50°C, pH 5, pentru a permite
glucoamilazei sa continue hidroliza amidonului pentru microorganismele alcooligene prin
biotransformarea acestuia in zahdr reducdtor, ca substrat pentru microorganisme alcooligene.

Pentru realizarea fazei alcooligene aldturi de sursele de carbon se adauga
sdruri minerale astfel (% g/v):

- sulfat de amoniu 0,07;
- sulfat monopotasic 0,07;
- sulfat de magneziu 0,035.

Se corecteaza pH-ul la 4.5-4.7, se sterilizeaza 30 minute la 110°C.

Pentru faza alcooligena se inoculeaza mediul preparat mai sus cu un consortiu
de microorganisme Saccharomyces cerevisiae 1, Saccharomyces cerevisiae 2,
Saccharomyces carlsbergensis in raport de 7% (v/v).

Acestea sunt cultivate separat in faza de preinocul si inocul, iar inocularea in
faza urmatoare se face cu un inocul reunit in procent total de 7 %(v/v). Procedeul fermentativ
dureaza 48 ore si se realizeaza cu urmaétorii parametri:

0-2 ore aeratie (agitare continui a flaconului) 28°C:;

2-24 ore fara agitare, anaerobioza, 28°C.

Indicatorii biochimici sunt urmatorii:

-Concentratie inifialda de glucozd 9%(g/v). Randamentul bioconversiei
amidonului la glucozi este de 62%.

-Bioetanol produs (dozare prin gaz-cromatografie) 4.76%. Randamentul

fermentatiei alcoolice este de 52,88%.
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Exemplul 4

Procedeul conform inventiei utilizeazd deseurile amidonoase din deseuri
agroalimentare (coji de crtofi).

Pichia 1, Pichia 11 si Pichia 11l sunt cultivate conform exemplului 2. Fazele de
lucru sunt urmétoarele:

3 kg deseuri amidonoase din cartofi (coji de cartofi) + 1090 ml apa se fierb
aproximativ 3-5 minute.

Se adaugd un complex enzimatic (1700 ml) alcatuit din o-amilazd +
glucoamilaza + pullulanaza. Procesul de hidrolizd enzimatica a amidonului are loc in primele
4 ore la 30°C, pH 6, pentru a actiona a-amilaza, intre 4-8 ore la 40°C, pH 3, pentru actiunea
pullulanazei, iar intre 8-24 ore la 50°C, pH 5, pentru ca glucoamilaza sa continue hidroliza
amidonului prin bioconversia acestuia in zahdr reducétor.

In continuare, se adaugd sarurile minerale si se procedeaza conform
exemplului 3.

Indicatorii biochmici sunt urmatorii:

-Concentratie  glucozd initial 6,7%(g/v). Randamentul bioconversiei
amidonului la glucoza este de 51,53%.

-Bioetanol produs (dozare prin gaz-cromatogratie) 3,31 %(g/v). Randamentul

fermentatiei alcoolice este de 49,40%.

(
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Revendiciri

Procedeu conform inventiei constand in aceea cd enzimele necesare
hidrolizei amidonului din deseuri amidonoase pana la unitdsi de glucoza
se obtin sub forma de complex enzimatic (a-amilaza, glucoamilaza si
pullulanazd), intr-un singur bioproces cu un consortiu de
microorganisme mutan{i recombinan(i ai speciei Pichia pastoris.
Procedeu conform revendicarii 1 prin care, Pichia | Pichia 11 si Pichia
[1I sunt cultivate separat pe un mediu de inocul ce contine % (g/v):
glicerind 2; extract de porumb 1,5; KH,PO, 1,5: yeast extract 0,5;
MgSO4 7 H>O 0.05.

Procedeu conform revendicarilor 1 si 2 prin care Pichia 1 si Picha 11
sau Pichia 1, Pichia 11 si Pichia 11l dezvoltate in faza de inocul sunt
trecute in faza de biosintezd enzimaticd ce contine %(g/v): cartof
procesat prin maruntire si fierbere 7.5; faind de madlai 2.5; extract de
porumb 6; acid citric 0,1; NaCl 0,5; CaCl, 0.02, oligoelemente FeSOj, -
7 H,O — 1mg/100ml; ZnSO, * 7 H,O — 1mg/100ml; CuSOy = 7 H,O —
0.5mg/100ml, MeOH 4 (% v/v).

-~

Procedeu conform revendicarii 1, 2 si 3 prin care se obfine bioetanol
din:

-deseuri amidonoase din porumb (spartura si uruiald) cu un complex
enzimatic ce contine a-amilazd si glucoamilaza, rezultat in urma
biosintezei cu Pichia I si Pichia 11 mutanti recombinanti;

-deseuri amidonoase din cartofi (coji de cartofi) cu un complex
enzimatic ce contine «-amilazd, glucoamilaza si pullulanaza

biosintetizat de mutanti recombinanti Pichia | , Pichia 1l si Pichia 111.

Iy
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