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RO 130766 B1

Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a acidului poli 3-hidroxi-
octanoic, in cantitati si la randamente de interes biotehnologic, cu ajutorul unui microorga-
nism denumit Pseudomonas fluorescens ICCF 392.

Polihidroxialcanoatii (PHA) sunt polioxoesteri optic activi compusi din acizi grasi R-3-
hidroxi si reprezinta o clasa complexa de poliesteri de rezerva pentru bacterii. Polihidroxi-
alcanoatii sunt sintetizati si acumulati intracelular in majoritatea bacteriilor in conditii de dez-
voltare nefavorabile (concentratii scazute de azot, fosfor, oxigen sau magneziu), in prezenta
unui exces de sursa de carbon [1].

in prezent, polihidroxialcanoatii sunt clasificati in doua categorii principale: cei
alcatuiti din monomeri cu 3...5 atomi de carbon, denumiti PHA cu catene laterale scurte, scl-
PHA (short - chain - lenght - PHA) si cei alcatuiti din monomeri cu 6-14 atomi de C, denumiti
PHA cu catene laterale medii, mcl-PHA (medium - chain - lenght - PHA) [2, 3].

Proprietatile fizice ale acestor polimeri sunt strict dependente de structura mono-
merilor din care sunt alcatuiti [4]; de aici concluzia c&, prin incorporarea unor monomeri cu
numar diferit de atomi de C, se pot obtine polimeri biodegradabili cu proprietati si, respectiv,
utilizari variind intr-o gama foarte larga [5, 6].

Péana in prezent, numai cativa polihidroxialcanoati, cum ar fi: poli 3-hidroxibutiratul
(PHB), copolimeri ai 3-hidroxibutiratului si 3-hidroxivaleratului (PHBHV), poli 4-hidroxibutiratul
(P4HB), copolimeri ai 3-hidroxibutiratului si 3-hidroxihexanoatului (PHBHHX), precum si poli
3-hidroxioctanoatul (PHO) sunt studiati pentru cercetarea aplicativa in domeniul medical [7].

De exemplu, Stodian si colaboratorii sai [8] au realizat mai multe studii, folosind
diferite modele animale, pentru construirea de suporturi pentru valve cardiace utilizand
polimerii P4HB si PHO. Acestea au demonstrat avantajele utilizarii polimerilor, si anume:
capacitatea de a forma un model stereolitografic fara a fi nevoie de suturi si reproducerea
structurilor anatomice complexe, utile pentru a fabrica tesuturile valvelor cardiace.

Cele mai cunoscute microorganisme producatoare de PHA sunt Ralstonia eutropha,
Metilobacterium si Pseudomonas. Studiile efectuate pe acestea au utilizat ca surse de
carbon pentru producerea de PHA materii prime disponibile si regenerabile. Calea de bio-
sintezd a PHA in tulpinile de Pseudomonas conduce la obtinerea preferentiald a monomerilor
Ce-Cro [9]-

Conform datelor din literatura de specialitate, prelucrarea biomasei bacteriene in
scopul izolarii PHA se bazeaza pe doua tipuri de procedee:

- degradarea chimica sau enzimatica a celulelor i extractia in mediu apos a tuturor
constituentilor celulari, cu exceptia PHA,

- extractia polimerului din amestecul cu celelalte componente celulare, cu ajutorul
solventilor organici.

Extractia cu solventi organici conventionali implica dizolvarea PHA, preferential fata
de celelalte componente celulare, si se poate realiza cu ajutorul mai multor tipuri de solventi
[10]. Se utilizeaza fie solventi capabili sa solubilizeze cantitati mari de PHA (ca, de exemplu,
cloroformul), fie solventi care sunt foarte selectivi pentru PHA (ca, de exemplu, dicloretanul).
in principiu, cei mai buni solventi pentru extractia scl-PHA sunt hidrocarburile halogenate:
cloroformul, diclormetanul, 1,2-dicloretanul, 1,2-diclorpropanul. Pe Ianga acestia si in functie
de tipul de poliester sintetizat, se pot utiliza si alti solventi, ca de pilda hexanul, alcooli C3 si
acetatii acestora, cum ar fi alcoolul izoamilic si acetatul de amil, cetone, toluen, [11] esteri
ciclici ai acizilor carbonici, lactatul de metil sau de etil, acidul acetic sau anhidrida acetica etc.

De cele mai multe ori, pentru extractia PHA se utilizeaza cantitati mari de solvent, din
cauza solubilitatii nu foarte mari a poliesterilor, in special a mcl-PHA. in aceste conditii se
formeaza solutii foarte vascoase de PHA, greu de separat de ceilalti constituenti celulari.
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Metoda extractiei cu solvent organic a fost imbunatatita prin utilizarea asa-numitilor
"non-solventi marginali” din clasa alcanilor, a alcoolilor sau a compusilor carbonilici [12]. Non-
solventii marginali (ca de exemplu acetona) se caracterizeaza prin faptul ca acestia favori-
zeaza solubilizarea PHA in cloroform sau alti solventi tipici, permitand obtinerea unor solutii
de PHA mai putin vascoase [13].

Biosinteza, separarea si purificarea acidului poli 3-hidroxioctanoic, P(3HO), au facut
subiectul mai multor cercetari care sunt prezentate pe scurt in cele ce urmeaza.

Prin utilizarea microorganismului Pseudomonas sp. DSM 1650 cultivat in conditii
aerobe, cu ajustarea pH-uluila 7,0 sila temperatura de 32°C, fermentatia s-a efectuat intr-un
mediu care a continut acid octanoic 15,12 g/I. Dupa separarea biomasei, aceasta s-a sus-
pendat in acetona sau isopropanol, dupa filtrare si uscare s-a tratat cu un solvent organic
inert (acetona, metilisobutilcetond, diisopropilcetond, dietilcetona, etil acetat, propil acetat,
butil acetat, dietil eter, diisopropil eter sau tetrahidrofuran), iar dupa evaporare s-a format un
film polimeric cu continut de P(3HO) [14].

De asemenea, cu ajutorul microorganismului Pseudomonas putida, GPo1 s-a produs
polihidroxioctanoat pe cale microbiana intr-un bioreactor cu o capacitate de 650 | i intr-un
mediu ce contine saruri minerale cu 20 mM octanoat de sodiu ca sursa de carbon [15].

Producerea polimerului P(3HO) s-a studiat si cu ajutorul microorganismului
Pseudomonas mendocina intr-un mediu de fermentatie continand saruri minerale, sursa de
carbon, octanoat de sodiu in proportie de 20:1 (g/g) faté de sursa de azot; pH-ul mediului
(6,8...7,5) mentinut cu NaOH 2M si H,SO, 2M. Biomasa rezultata s-a centrifugat si liofilizat,
iar polimerul s-a extras prin diferite metode [16].

Extractia s-a realizat cu hipoclorit de sodiu si cloroform, in diferite rapoarte de con-
centratii. Biomasa uscaté s-a incubat pe de o parte intr-o dispersie continand NaOCI| 30%
si CHCI; in raport 1:1 la 30°C, si pe de alta parte NaOCI 80% si CHCI, in raport 1:4, timp de
2,5 h si 150 rpm. Dupa centrifugare la 4000 g timp de 18 min, se observa formarea a trei
straturi, un strat superior de hipoclorit, un strat la mijloc care contine resturi de celule si
stratul de jos de cloroform care contine polimerul dizolvat. Dupa separare, polimerul se pre-
cipita cu 10 vol de metanol rece, sub agitare continua.

Prin altéd metoda de extractie, biomasa spalata si liofilizata s-a tratat cu metanol (1 g
in 20 ml metanol) timp de 5 minla 22 £ 10°C la 140 g. Biomasa astfel pretratata se introduce
in extractie cu Soxhlet, utilizdnd 5 vol de acetona, timp de 5 h, urmata de precipitarea
polimerului cu 10 vol metanol rece.

Pentru extractia cu cloroform, biomasa uscata s-a incubat in CHCI,, timp de 24 h, la
30°C cu agitare. Solutia se concentreaza la evaporator rotativ cu vid si se precipita apoi
polimerul in 10 vol de metanol.

Polimerul extras a fost supus purificarii prin etape consecutive, repetate, de preci-
pitare pentru a reduce sau elimina contaminarea cu lipopolizaharide. Polimerul se precipita
intéi utilizdnd un amestec de 70% metanol si etanol (1:1). Polimerul precipitat se dizolva apoi
in acetona si din nou precipitat utilizand acelasi amestec metanol si etanol.

Randamentul maxim obtinut pentru obtinerea acidului poli 3-hidroxioctanoic a fost de
35% raportat la celulele uscate.

Din polimerul rezultat s-au obtinut filme utilizand metoda de turnare, cu solvent.
Filmele au fost realizate prin utilizarea a 5 si 10% din polimer in 10 ml de CHCI,. Polimerul
s-a dizolvat bine, dupa care solutia de polimer s-a filtrat. Filmele s-au realizat prin turnarea
solutiei de polimer in vase de sticla Petri. Solutia s-a lasat sa se usuce la temperatura
camerei timp de 1 saptamana, urmata de liofilizare [17].
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Polimerul polihidroxioctanoat s-a obtinut si cu ajutorul microorganismul Pseudomonas
oleovorans pe doua medii de culturd, unul ce a continut 20% glicerol si altul cu glucoza
2,5...3,0g/l, iar ca sursa de carbon acid octanoic 20 mM, conditii de fermentare identice 30°C
si pH 7, timp de 24 h cu agitare continua la 180 rpm. Biomasa rezultata in urma fermentatiei
s-a liofilizat, iar polimerul s-a izolat cu adaos de 80 ml cloroform la 1 g celule liofilizate, prin
agitare la 180 rpm si la 30°C timp de 2 zile. Solutia rezultata s-a concentrat, iar polimerul s-a
precipitat prin adaos a 9 ml metanol rece, la 1 ml solutie polimer, cu agitare. Precipitatul
separat prin centrifugare se redizolva in cloroform, rezultdnd un film polimeric de PHO. Anali-
zele efectuate prin gaz cromatografie au aratat ca cele doua medii nu au influentat productia
de PHO fiind similara, 0,043 g/I/h [18].

Dintre metodele descrise in literatura de specialitate pentru obtinerea PHO, rezulta
ca printre speciile de Pseudomonas, producatoare de PHO nu se regasesc tulpini de
Pseudomonas fluorescens.

Fermentatiile descrise pentru producerea de PHA, printre care si PHO, se desfagoara
la pH 7,0...7,5 mentinut prin corectie cu acizi sau baze in functie de caz.

in ceea ce priveste procesarea postbiosinteza, pentru izolarea ulterioard a PHA,
aceasta implica o etapa de uscare a biomasei, prin liofilizare, dupa separarea ei din mediul
de fermentatie.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a acidului poli 3-hidroxioctanoic, cu ajutorul microorganismului Pseudomonas fluorescens
ICCF 392, izolat din naturd de autorii acestui brevet, in cadrul unui program de izolare-
identificare de tulpini de bacterii si fungi de interes industrial, si intretinuta in colectia ICCF
sub denumirea de Pseudomonas sp ICCF 392. Fermentatia se desfagoara fara corectie de
pH pe parcursul biosintezei si acumularii biopolimerului, iar pentru izolarea PHA (PHO) se
prelucreazd biomasa umeda nativa. Extractia polimerului se realizeaz& cu un amestec format
din hipoclorit si cloroform in proportie de 1:3, usurand astfel separarea fazei cloroformice ce
contine polimerul, obtindndu-se un amestec de polimeri cu un continut preponderentde PHO
de peste 35%, valoare mentionata in literatura de specialitate.

Procedeul conform inventiei constain aceea ca: tulpina de Pseudomonas fluorescens
ICCF 392 este crescutd pe mediu de inocul cu urmatoarea compozitie: 1% glucoza, 1,5%
extract de porumb, 1% KH,PO,, 1% NaCl, 0,05% MgSQO, timp de 24 h si apoi cultivata pentru
acumularea de PHA, pe un mediu cu urmatoarea compozitie: 2% citrat de sodiu, 0,35%
NaNHHPO;, 0,75% K,HPQO,, 0,37% KH,PQ,, solutie de microelemente: 0,1 mlla 100 mI mediy,
solutia de microelemente contine: 1M MgSO,, - 7H,0; 2,78 g FeSO, - 7H,O in 1M HCI; 1,98
gMnCl,-4H,0, 2,81gCaS0O,- 7H,0, 1,47g CaCl, - 2H,0, 0,17 g CuCl, - 2H,0, 0,29 gZnS0O,,
- 7H,0. Se suplimenteaza cu 3 ml solutie stoc de octanoat de sodiu, de concentratie 8,33%,
adaugandu-se la 0, 24 si 30 h, pentru o concentratie finalad de octanoat de sodiu de 0,25 g
la 100 ml mediul de fermentatie. Conditiile de cultivare sunt: 28...32°C, pH initial de 7...7,5,
agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm si 2 cm excentritatea agitatorului, timp de 48 h.

Mediul de fermentatie final se centrifugheaza la 6000 rpm, 20 min la 9°C pentru sepa-
rarea biomasei, care se spala cu apa distilatd pentru indepartarea resturilor celulare si cu
metanol pentru eliminarea lipopolizaharidelor. Biomasa umeda nativa rezultata este supusa
prelucrarii pentru izolarea polimerului, prin tratare cu un amestec format din NaOCl si CHCI3
de 1:3, mentinut timp de 2 h la 37...40°C, sub agitare moderata. Separarea fazelor formate
se face rapid printr-o palnie de separare, retinandu-se faza inferioara, cloroformica, ce
contine PHA. Tn aceste conditii se realizeaza:

- un mediu de fermentatie la 48 h cu un pH final de 8,81 si concentratie celulara de
15,8575 gl/l;

- concentratie PHA de 8,80 g/I;

- continut PHO in PHA determinari prin GC-FID = 79,6%, respectiv 80,71% moli.
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Procedeul, conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- procedeul utilizeaza tulpina izolata din lemn putred de fag, din Colectia de Micro-
organisme de Importanté Industriala a ICCF (CMII);

- prin cultivarea tulpinii nou izolate de Pseudomonas fluorescens pe un mediu
continand ca surse de carbon citrat de sodiu 2% si octanoat de sodiu 0,25%, la o tempera-
tura de 28...32°C si aerare prin agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm si 2 cm excentritatea
agitatorului, in decurs de 48 h de cultivare, se obtin rezultate de interes biotehnologic mai
mari decéat cele cunoscute din literatura;

- procedeul este realizat in conditii optime prin extractia polimerului din biomasa
umeda nativa si folosind un amestec de NaOCI:CHCI; in proportie de 1:3, fata de 1:1 sau
1:4 intalnit in publicatiile de specialitate, ceea ce a condus la obtinerea unui procent mai
mare de poli 3-hidroxioctanoat in compozitia filmului polimeric.

In continuare, se vor prezintd exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Obtinerea culturii inocul de Pseudomonas fluorescens ICCF 392 s-arealizat folosind
un mediu cu urmatoarea compozitie: 1% glucoza, 1,5% extract de porumb, 1% KH,PO,, 1%
NaCl, 0,05% MgSQO,, sub agitare 220 rpm, timp de 24 h.

Pentru fermentatie si acumularea PHA s-a folosit un mediu cu urmatoarea
compozitie: 0,25% octanoat de sodiu ca sursa de carbon si energie, 0,35% NaNH,HPO,,
0,75% K,HPQO,, 0,37% KH,PO,, solutie de microelemente 0,1 ml la 100 ml mediu; solutia de
microelemente contine: 1M MgSO, - 7H,0; 2,78 g FeSO, - 7H,O in 1M HCI; 1,98 MnCl, -
4H,0, 2,81 g CaSO, - 7H,0, 1,47 g CaCl, - 2H,0, 0,17 g CuCI2 - 2H,0, 0,29 g ZnSO, -
7H,0.

Pe parcursul fermentatiei se adauga octanoat de sodiu pentru a obtine o concentratie
finala de 0,25% (g/v) la 24 h si 30 h. Conditiile de cultivare au fost urmatoarele: 28...32°C,
pH initial 7,5, aerarea prin agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm si 2 cm excentritatea
agitatorului. La sfarsitul celor de 48 h, pH-ul mediului de fermentatie este 7,55 si densitatea
optica de 0,3559.

Izolarea si purificarea PHA din biomasa rezultata in urma fermentatiei s-a realizat
dupa cum urmeaaza:

- centrifugare mediu final de fermentatie la 6000 rpm, 20 min la 9°C pentru separarea
biomasei;

- spalare cu aprox 150...200 ml apa distilatd pentru indepartarea resturilor celulare;
spalare cu metanol aproximativ 200 ml pentru delipidizare;

- centrifugare 20 min, 9°C, 6000 rpm;

- cantitate biomasa umeda nativa rezultatd = 2,5 g%;

- 2,5 g biomasad umeda nativd s-au suspendat intr-un amestec format din
NaOCI:CHCI; 1:1 (25 ml hipoclorit si 25 ml chloroform);

- amestecul s-a mentinut 2 h la 37...40°C (usor reflux), sub agitare moderatg;

- separarea fazelor amestecului s-a efectuat rapid si eficientintr-o palnie de separare;
s-a retinut faza cloroformica in care s-a extras PHA-ul.

- formarea filmului polimeric se realizeaza prin turnarea cloroformului ce contine PHA
intr-un Petri si se lasa 24 h la temperatura camerei.

- cantitatea de PHA rezultata in urma extractiei sub forma de film polimeric a fost de
0,011 g, cu un continut de PHO de 79% determinat prin GC-FID, respectiv 53,16% moli.

Exemplul 2

Obtinerea culturii inocul de Pseudomonas fluorescens ICCF 392 s-a realizat in
aceleasi conditii ca cele prezentate la exemplul 1, iar pentru fermentatie si acumularea PHA
s-a folosit un mediu de fermentatie in care s-a introdus, pe langa 0,25% octanoat de sodiu,
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2% citrat de sodiu ca sursa de carbon si energie. Pe parcursul fermentatiei, se adauga
octanoat de sodiu pentru a obtine o concentratie finald de 0,25% (g/v) la 24 h si 30 h.
Conditiile de lucru si cultivare au fost identice cu exemplul 1.

La sfarsitul celor de 48 h, pH-ul mediului de fermentatie este 8,80 si densitatea optica
de 0,6343.

Izolarea si purificarea biomasei rezultate in urma fermentatiei s-a realizat urmand
aceleasi etape prezentate in exemplul 1, in urma carora s-au obfinut:

- cantitatea de biomasa umeda nativa = 8,6 g/;

- biomasa uscata = 2,5284 g/l (su 29,4%);

- 0,3963 g biomasa umeda nativd s-au suspendat intr-un amestec format din
NaOCI:CHCI; 1:1 (25 ml hipoclorit si 25 ml chloroform);

- amestecul s-a mentinut 2 h la 37...40°C (usor reflux), sub agitare moderatj;

- separarea fazelor amestecului s-a efectuat rapid si eficientintr-o palnie de separare;
s-a retinut faza cloroformicé in care s-a extras PHA-ul;

- formarea filmului polimeric se realizeaza prin turnarea cloroformului ce contine PHA
intr-un Petri si se lasa 24 h la temperatura camerei;

- cantitatea de PHA rezultata in urma extractiei, sub forma de film polimeric a fost de
0,0787 g, cu un continut de PHO 66,1% determinat prin GC-FID, respectiv 79,33% moli.

Exemplul 3

Prin cultivarea bacteriei Pseudomonas fluorescens ICCF 392 in aceleasi conditii ca
in exemplul 2, la sfarsitul celor de 48 h, pH-ul mediului de fermentatie este 8,80 si densitatea
optica de 0,6343.

Pentru obtinerea polimerului din biomasa rezultata in urma fermentatiei s-au urmat
aceleasi etape prezentate in exemplele 1 si 2. in etapa de izolare a polimerului din biomasa,
aceasta s-a suspendat intr-un amestec format din NaOCI:CHCI; 1:3, obtinandu-se astfel din
4,8 g biomasa umeda nativa, suspendate in amestecul format din 25 ml hipoclorit si 75 ml
cloroform, un film polimeric de PHA de 0,5641 g, cu un continut de PHO 79,6% determinat
prin GC-FID, respectiv 80,71% moli.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a acidului poli 3-hidroxioctanoat, caracterizat prin aceea ca
este compus dintr-un mediu mineral care contine octanoat de sodiu 0,25% si citrat de sodiu
2%, si cu ajutorul microorganismului Pseudomonas fluorescens, cultivat in decurs de 48 h,
in conditii de aerare prin agitare, pe un agitator rotativ cu 220 rpm, la o temperatura de
28...32°C siun pH initial de 7,5, dupa care se centrifugheaza mediu si biomasa umeda nativa
rezultata este supusa unor serii de spalari cu apa distilatéd si metanol, apoi biomasa se
suspenda intr-un amestec format din hipoclorit si cloroform 1:3, se mentine 2 hla 37...40°C,
sub agitare moderata, dupa care se separa fazele formate, rapid, printr-o painie de separare,
retinandu-se faza cloroformica care prezinta un continut de 79,6% de PHO, determinat prin
GC-FID, respectiv, 80,71% moli.
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