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9 METODA PENTRU SELECTIA TULPINILOR
MICROBIENE PRODUCATOARE DE STEREOIZOMERI

Al 2,3-BUTANDIOLULUI

(57) Rezumat:

Inventia se referad la o metoda de selectie a tulpinilor
microbiene producatoare de stereoizomeriai2,3-butan-
diolului, utilizati pentru sinteze de compusi bioactivi.
Metoda, conform inventiei, consta in etapele de:

(1) selectie aizolatelor microbiene care produc
2,3-butandiol prin cultivare pe mediu lichid care sustine
producerea de 2,3-butandiol, distribiut cate 250 microl
in fiecare godeu dintr-o placd cu 96 godeuri, la

temperatura de 28°C, timp de 24 h, in conditii aerobe,
urmaté de determinarea calorimetrica a producerii de
2,3-butandiol si

(1) determinarea tipului de sterecizomeri
produsi prin evidentierea efectelor asupra plantelor de
Arabidopsis thaliana, cultivate in conditii de stres hidric.
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Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 135071 A2



JUrIGILL BE STAT PLNIKU iNVENTY L3480
Cerere de brevet de inveﬁb

I Data denovis ..... g.i.:JZf.Zﬂlﬂq .
METODA PENTRU SELECTIA TULPINILOR '

STEREOIZOMERI Al 2,3 BUTANDIOLULUI

SR

Prezenta inventie se refera la o metoda pentru selectia tulpinilor microbiene
producatoare de stereoizomeri ai 2,3 butandiolului, utilizati pentru sinteze chirale a
unor compusi bioactivi cu valoare adaugata mare sau pentru obtinerea bioproduselor
destinate biostimularii plantelor de cultura.

Sunt cunoscute procedee de selectie a tulpinilor care produc 2,3 butandiol.
Cererea de brevet CN 102634563 descrie un procedeu de selectie a tulpinilor
producatoare de acetoina — 2,3 butandiol, care implica: incubarea timp de 48 ore a
probelor de sol la 80°C, pentru a selecta numai bacteriile sub forma de spori
termorezistenti; izolarea de tulpini din probele incubate, prin cultivare pe mediu lichid,
diluarea mediului lichid pana la singularizarea celulelor bacteriene si inoculare pe
mediu agarizat, pentru a obtinere colonii provenite dintr-o singura celuld; cultivarea
izolatelor bacteriene astfel obtinute pe mediu lichid si determinarea continutului de
acetoina, precursorul 2,3 butandiolului, prin lichid cromatografie de inaltéd presiune.
Prin metoda descrisa a fost izolata tulpina Bacillus amyloliquefaciens FMMEQ44.

Metoda nu permite identificare tulpinilor producatoare de stereocizomeri ai
butandiolului si nu este aplicabild ca tehnica de inalt randament, pentru testarea
concomitenta a mai multor tulpini / izolate microbiene.

2, 3-Butandiol (2, 3-BD) este un important produs chimic cu aplicatii extinse in
industria chimica (Ji et al. Biotechnol. Adv. 2011, 29, 351-364), iar precursorul sau,
acetoina (in care se poate cu usurinta converti, prin dehidrogenare), este unul dintre
cei 30 de intermediari chimici - platforma, considerati prioritari de catre
Departamentul de Energie al Statelor Unite in ceea ce priveste dezvoltarea si
utilizarea lor (Zhang et al. Green Chem. 2015, 18, 1560—-1570). 2, 3-butandiolul are
trei stereoizomeri - (2S5, 35)-2, 3-butandiol, (2R, 3A) - 2, 3-Butandiol, si meso-2, 3 -
butandiol. Acetoina are doi stereoizomeri, respectiv (3R) - acetoina si (3S) - acetoina
(Ge et al. Green Chem. 2016, 18, 4693-4703). Stereoizomerii (2S, 3S) de 2, 3-
Butandiol si 2S de acetoina sunt importanti pentru sinteza unor cornpusi chirali cu
activitate biologica ridicata. Tulpinile bacteriene utilizate pentru biosinteza 2,3
butandiolului produc un amestec de izomeri de 2, 3-Butandiol si acetoina, din care
este dificila separarea stereoizomerilor (2S, 3S) de 2, 3-Butanediol si 2S de acetoina
(He et al. Molecules 2018, 23, 691).

respectiv 2S5 de acetoind) este cea a obtinerii g-Uidzad microorganisme
modificate genetic, care sa aiba inhibate enzimeld/sc
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A1 se refera la o bacterie lactica modificata genetic, capabila sa produca izomer (2S,
35) de 2, 3-BD din glucoza in conditii aerobe. Bacteria lactica este modificata genetic
pentru a exprima gene heterologe care codifica enzime care catalizeaza sinteza
stereo-specifica a (2S5, 3S) 2, 3-BD, si, in plus, prin eliminarea unor gene, pentru a
maximiza productia de (25, 35) 2, 3-BD in comparatie cu alte produse de fermentatie
aeroba. Cererea de brevet KR20150128114 A1 descrie modificarea tulpinii
ABR76070 derivate din Klebsiella pneumonia prin eliminarea acetoin reductazei.

Utilizarea microorganismelor modificate genetic este restrictionatd la mediul
industrial, iar selectarea exclusiv a tulpinilor producatoare de stereoizomeri (2S, 35)
2, 3-BD elimina tulpinile producatoare de stereoizomeri (2R, 3R) 2,3 - BD. Stereo-
izomerul (2R, 3R) 2, 3-BD, ca si tulpinile care il produc, determina efecte de
biostimulant pentru plante, asociate reducerii atacului agentilor fitopatogeni (Kong et
al. Frontiers in plant science, 2019, 9, 90) sau cresterii rezistentei la seceta (Cho et
al. The plant pathology journal, 2013, 29, 427). Astfel de efecte de biostimulant
pentru plante sunt specifice izomerului (2R, 3R) 2,3 — BD, stereocizomerul (2S5, 3S) 2,
3-BD neavand nici un efect asupra plantelor de cultura (Cortes-Barco et al. Annals of
Applied Biology, 2010, 157, 179-189).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie un procedeu de
inalt randament, prin care sa fie selectate tulpinile producatoare de 2,3 — butandiol,
atat de stereoizomeri (2R, 3R) in amestec, cét si de stereoizomeri (25, 35) puri.

Metoda, conform inventiei, este constituita din urmatoarele etape: (/) selectia
izolatelor bacteriene care produc 2,3 butandiol, prin cultivare pe mediu lichid care
sustine producerea de 2,3 butandiol, distribuit cate 250 pl in fiecare godeu dintr-o
placa cu 96 godeuri, la temperatura de 28°C, timp de 24 ore, in conditii aerobe,
urmatd de determinarea colorimetricd a producerii de 2,3 butandiol si (i)
deteminarea tipului de stereoizomeri produsi prin evidentierea efectelor asupra
plantelor de Arabidopsis thaliana, cultivate in conditii de stres hidric.

Pentru determinarea colorimetrica a producerii de 2,3 butandiol se adauga,
peste cei 250 pl de mediu de cultura pe care au crescut izolatele bacteriene, 50 pli
solutie acid periodic Hsl0¢ 0,1M, se incuba la temperatura camerei timp de 30 min,
se adauga 10 pl etilenglicol si 10 pl solutie CuSO4 1% si se agita 5 min la
temperatura camerei, se adauga 30 pl solutie p-hidroxidifenil 0,5% in 0,5% NaOH, se
incuba timp de 30 min la temperatura camerei, dupa care se citeste densitatea
optica la 572 nm, fatd de un martor in care peste cei 250 pl d
au adaugat 50 pl solutie acid periodic HslOs 0,1M, 10 pl etilgA
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de rozeta, cultivate timp de 3 zile, féra udare, cu un ciclu de 16 ore luminad/ 8 ore
intuneric, la 120 pmol fotoni m™2 s ™', la 22 + 1 °C si o umiditate relativa de 50-60%,
pe un mediu Murashige Skoog diluat la jumatate si agarizat, distribuit in fiecare din
godeurile unei placi cu 48 godeuri, placa care este acoperita cu o folie care permite
schimbul de gaze, si este expusa compusilor volatili produsi de izolatele bacteriene
producatoare de 2,3 butandiol, prin acoperirea placii cu plante test cu o placa cu 48
godeuri in care se cultiva pe mediu agarizat izolatele bacteriene producatoare de 2,3
butandiol, in asa fel incat fiecare godeu din placa superioara cu izolate bacteriene
corespunde unui godeu din placa de baza, cu plante A. thaliana.

Metoda descrisa are urmatoarele avantaje:

- Permite selectarea rapida a izolatelor care produc cantitati semnificative de
2,3 butandiol, datorita faptului ca se aplica concomitent mai multor tulpini;

- Evidentiazé stereoizomerii 2,3 butandiolului produs de izolatele bacteriene,
prin utilizarea unui biotest de inalt randament, care are costuri reduse in comparatie
cu metodele cromatografice care necesita coloane chirale, echipamente costisitoare
si personal inalt calificat.

In continuare se exemplifica realizarea inventiei.

Exemplul 1. Se realizeazd un mediu de cultura alcatuit din 20 g glucoza, 5 g
extract de drojdie, 3,5 g triptond, hidrolizat proteic format prin actiunea tripsinei
asupra cazeinei, 0,2 g MgSO, si 3,0 g (NH4)2SO,, dizolvate intr-un litru de apa
bidistilata. La 1 litru de mediu se adauga 0,9 ml tampon fosfat (pH 6,5) si 0,09 ml de
solutie de microelemente. Tamponul fosfat (pH 6,5) contine (g/L): 3,5 KH2POy, si 2,75
KoHPO,, iar solutia de microelemente este preparata prin adaugarea a 0,4 g
FeSO4 in 3 mi 25% HCI, urmata de adaugarea a 500 ml apa bidistilatd (ddH.0) si a
urmatoarelor cantitati de microelemente / factori de crestere (g); 0,8 HsBOs, 0,04
CuS04-5H,0, 0,04 NaMoO4-2H,0O, 5,0 MnCl,-4H,O, 0,1 ZnSO47HO, 0,08 Co
(NOg3)2-6H20, 1,0 CaCl,-2H,0 si 0,01 biotina.

Se distribuie aseptic cate 225 pl mediu in godeurile unei placi sterile cu 96 de
godeuri din polipropilena (de ex. F-bottom / chimney well, Greiner BioOne,
Frickenhausen, Germania). Se inoculeaza cu 25 pl suspensie de izolate bacteriene
de testat, care are un continut de 10" ufc/ml bacterii. Inocularea se face randomizat,
cate 6 repetitii pentru 16 izolate bacteriene. Se mentine la temperatura de 28°C, timp
de 24 ore, in conditii aerobe. La sfarsitul acestei perioade se determina colorimetric
formarea de 2,3 butandiol. Reactia de culoare se realizeaza pe trei dintre repetitiile

fiecarui izolat. Se adauga, peste cei 250 pul de mediu de cultura are au crescut
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si 10 pl solutie CuSO4 1% si se agitd 5 min la temperatura camerei. Pentru
dezvoltarea reactiei de culoare se adauga 30 pl solutie p-hidroxidifenil 0,5% in 0,5%
NaOH, se incuba timp de 30 min la temperatura camerei, dupa care se citeste
densitatea optica la 572 nm. Densitatea optica a celor 3 repetitii din fiecare izolat se
citeste fatd de trei martori, repetitii ale aceluiasi izolat, in care peste cei 250 pl de
cultura bacteriand s-au adaugat 50 pl solutie acid periodic Hsl0¢ 0,1M, 10 pl
etilenglicol si 40 ul de apa.

Evidentierea efectelor asupra plantelor crescute in conditii de stres hidric se
realizeaza prin evaluarea vizuala a vestejirii plantelor de A. thaliana aflate in fenofaza
de rozeta. Semintele de A. thaliana (ecotip Columbia) se sterilizeaza la suprafata si
se mentin timp de 48 ore la 4°C, pentru vernalizare. Plantulele germinate se trec in
godeurile unei placi de 48 godeuri, cate o planta pe fiecare godeu, care contine
mediu Murashige Skoog diluat la jumatate si agarizat. Plantulele sunt crescute timp
de 15 zile, intr-o camera de crestere (de ex. Economic Delux, Snijders BRS,
Drogenbos, Belgia), cu un ciclu de 16 ore lumina/ 8 ore intuneric, la 120 pmol fotoni
m2s ™ 1a22 + 1 °C si o urniditate relativa de 50—-60%, pana la fenofaza de rozeta.
Peste placa cu 48 godeuri se adauga o folie care permite schimbul de gaze (de ex.
Breathe-Easy® sealing membrane, Sigma-Aldrich, Merck Group, Darmstad,
Germania), iar peste aceasta se depune o placa similara cu 48 godeuri, in care au
fost inoculate izolatele producatoare de 2,3 butandiol, pe mediu de cultura conform
celui descris mai sus, agarizat cu 20 g agar la litru de mediu. Placa cu izolatele
producatoare de 2,3 butandiol este depusa in asa fel incat fiecare godeu din placa
superioara cu izolate bacteriene corespunde si inchide un godeu din placa de baza
cu plante A. thaliana. Placile se lipesc cu film adeziv si se incuba timp de 3 zile, fara
udare, cu un ciclu de 16 ore lumina/ 8 ore intuneric, la 120 pmol fotonim™2s ', la 22
+ 1 °C si o umiditate relativa de 50-60%. La sfarsitul perioadei de incubare se
evalueaza vizual ofilirea. In cazul in care plantele au fost expuse compusilor volatili
ale unui izolat producator de 2,3 butandiol, deci inclusiv de 2,3 butandiol, dar au
vestejit, aceasta implica producerea de stereoizomeri (2S, 3S) de 2,3 - BD puri, care
nu au capacitatea de a creste toleranta plantelor la stresul hidric. 2,3 butandiolul
produs de aceste izolate este util pentru sinteza compusilor biologic activi chirali, dar
nu este util pentru biostimularea plantelor. In cazul in care plantele de A. thaliana nu
s-au ofilit, aceasta inseamna ca au fost expuse stereoizomerului (2R, 3R) de 2,3 -
BD, cu efect de biostimulant pentru plante. lzolatele respective sunt utile pentru

cultivare a plantelor.
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Revendicari

1. Metoda pentru selectia tulpinilor microbiene producatoare de stereoizomeri ai
2,3 butandiolului, conform inventiei, caracterizata prin aceea ca este constituitd din
urmatoarele etape: (i) selectia izolatelor bacteriene care produc 2,3 butandiol, prin
cultivare pe mediu lichid care sustine producerea de 2,3 butandiol, distribuit cate 250
ul in fiecare godeu dintr-o placa cu 96 godeuri, la temperatura de 28°C, timp de 24
ore, in conditii aerobe, urmata de determinarea colorimetricd a producerii de 2,3
butandiol si (i) determinarea tipului de stereoizomeri produsi prin evidentierea
efectelor asupra plantelor de Arabidopsis thaliana, cultivate in conditii de stres hidric.

2. Metoda pentru selectia tulpinilor microbiene producatoare de stereoizomeri ai
2,3 butandiolului, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca pentru
determinarea colorimetrica a producerii de 2,3 butandiol se adauga, peste cei 250 pl
de mediu de cultura pe care au crescut izolatele bacteriene, 50 pl solutie acid
periodic HsIOg 0,1M, se incuba la temperatura camerei timp de 30 min, se adauga 10
ul etilenglicol si 10 pl solutie CuSO4 1% si se agita 5 min la temperatura camerei, se
adauga 30 pl solutie p-hidroxidifenil 0,5% in 0,5% NaOH, se incuba timp de 30 min la
temperatura camerei, dupa care se citeste densitatea optica la 572 nm, fatd de un
martor in care peste cei 250 ml de cultura bacteriana s-au adaugat 50 pl solutie acid
periodic HslOg 0,1M, 10 pl etilenglicol si 40 pl de apa.

3. Metoda pentru selectia tulpinilor microbiene producatoare de stereoizomeri ai
2,3 butandiolului, conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ca evidentierea
efectelor asupra plantelor crescute in conditii de stres hidric se realizeaza prin
evaluarea vizuala a vestejirii plantelor de A. thaliana aflate in fenofaza de rozeta,
cultivate timp de 3 zile, fara udare, cu un ciclu of 16 ore lumina/8 ore intuneric, la
120 pmol fotoni m2 s 7', 1a 22 + 1 °C si o umiditate relativa de 50-60%, pe un mediu
Murashige Skoog diluat la jumatate si agarizat, distribuit in fiecare din godeurile unei
placi cu 48 godeuri, placa care este acoperit cu o folie care permite schimbul de
gaze, si este expusa compusilor volatili produsi de izolatele bacteriene producatoare
de 2,3 butandiol, prin acoperirea placii cu plante test cu o placa cu 48 godeuri in care
se cultiva izolatele bacteriene producéatoare de 2,3 butandiol, in asa fel incat fiecare
godeu din placa superioard cu izolate bacteriene corespunde unui godeu din placa
de baza, cu plante A. thaliana.
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