ROMANIA

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI
Bucuresti

1y RO 137243 A2
51) Int.Cl.
C12N 1/20 %%

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: A 2021 00415
(22)  Data de depozit: 16/07/2021

(41) Data publicarii cererii:
30/01/2023 BOPI nr. 1/2023

(71) Solicitant:
+ INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE-DEZVOLTARE
CHIMICO-FARMACEUTICA - ICCF
BUCURESTI, CALEA VITAN NR.112,
SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO

(72) Inventatori:
+ STOICA ROXANA-MADALINA,
STR.AZURULUI, NR.25, SC.1, ET.1, AP.8,
SECTOR 6, BUCURESTI, RO;

+ MOSCOVICI MISU, STR. JEAN STERIADI,
NR.7, BL.I-22, SC.B, ET.2, AP.16,

SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO;

+ SEVCENCO MIHAELA-CLAUDIA,
STR.BRASOV, NR.25L, BL.A3, ET .4, AP.24,
SECTOR 6, BUCURESTI, B, RO;

* NEAGU GEORGETA,

STR.MUNTII MEHEDINTI NR.4, SECTOR 3,
BUCURESTI, B, RO

69 MICROORGANISM $I PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI
POLIZAHARID MICROBIAN PRIN SINTEZA BIOLOGICA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biopolimer de tip polizaharida microbiana cu aplica-
bilitate in industria farmaceutica si medicina. Procedeul,
conform inventiei, constad in: faza de preinocul prin
procesul de crestere celulard a tulpinii Rhizobium
radiobaster ICCF 410 pe un mediu nutritiv agarizat,
faza de inocul (vegetativa) prin cultivarea tulpinii pe un
mediu lichid care contine glicerina ca sursa de carbon

si extract de porumb ca sursa de azot, faza de biosin-
tez& pe un mediu submers continand glicerina, extract
de porumb, acid citric si saruri minerale, urmata de pro-
cesarea post-biosinteza, din care se izoleaza poliza-
harida purificatd (rizoban), avand un continut de
40...45% acid glucuronic, 30...35% glucoza siramnoza.
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Cerere de brevet da inventie

Nr. .. sz’. oo%/{

Data QEPOZit veveserensaarassivares
MICROORGANISM S$1 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI POLIZAHARID

MICROBIAN PRIN SINTEZA BIOLOGICA

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui polizaharid microbian, prin fermentatie,
utilizand microorganismul Rhizobium radiobacter ICCF 410, izolat din natura.

in prezent, dintre polizaharidele bacteriene studiate pe larg si exploatate comercial, fac parte:
celuloza bacteriana, produsa de Acefobacter xylinum, dextranul, produs de bacterii din genul
Leuconostoc, levanul, produs de bacterii din genurile Bacillus, Zymomonas si Lactobacillus si
xantanul, produs de bacterii din genul Xanthomonas [1].

Biosinteza de polizaharide rizobiene a fost studiatd la diverse specii ale genului Rhizobium,
precum Rhizobium tropici, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium radiobacter CAS, Rhizobium
sp. PRIM-18, Rhizobium sp. M2 [2], Rhizobium meliloti [3], Rhizobium mongolense [4].

Din literatura de specialitate se remarca faptul cd polizaharidele obtinute cu speciile
Rhizobium contin in general, ca monozaharide principale, galactoza si glucoza [5].

S-a mentionat capacitatea unor tulpini de Rhizobium radiobacter de a produce succinoglican,
polizaharid compus in principal, din unitati de galactoza si glucoza, unite prin legaturi glicozidice
B-1,3, B-1,4 si B-1,6 [6], cat si glucomanan produs de Rhizobium leguminosarum, polizaharid
constituit majoritar din glucoza, manoza si cantitati mici de galactoza si mmnoza [7].

De asemenea, s-a remarcat obtinerea de curdlan produs de Rhizobium radiobacter, cu un
continut de glucoza, galactoza si piruvat in raport de 1:1:1, in contrast cu polizaharidul curdlan
produs de Rhizobium radiobacter ATCC 6466, compus doar din glucoza [8].

Tulpinile de Rhizobium metabolizeaza diferite surse de carbon pentru producerea de
polizaharide, predominant fiind folosite glucoza si sucroza [2].

WO02019082906 (A1) prezinta o gama larga de substante utilizate ca posibile surse de carbon
pentru obtinerea de polizaharide rizobiene, printre care maltoza, glucoza, fructoza, manitol,
trehaloza, lactoza, zaharoza si amidon, alaturi de extract de drojdie si peptona, ca surse de azot.

Polizaharidele rizobiene au cistigat o atentie deosebitd in diferite domenii, in special, in
medicind, industria farmaceutica si cosmetica datorita proprietatilor importante pe care le poseda:

activitate anti-tumorala, antioxidanta, antibacteriena si imunostimulatoare.
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Mai mult, pot fi utilizate ca agenti de gelifiere, ingrosare si stabilizare a produselor
alimentare, cat si in industria chimica datorita véscozitatii lor ndicate la concentratii scazute,
compatibilitatii cu sarurile minerale si stabilitatii bune pe o gama largd de pH, temperatura si
rezistenta ionica [9].

Problema tehnica pe care o rezolva inventia constd intr-un procedeu de obtinere a unui
polizaharid numit thizoban, prin biosinteza, cu o tulpina nou-izolata de Rhizobium radiobacter,
utilizand ca sursa de carbon glicerina, subprodus din industria biodieselului, cu un continut nou
in monomeri, constituit majoritar din acid glucuronic, glucoza si mmnoza.

Procedeul de biosinteza a thizobanului, conform inventiei, inldturd dezavantajul unei surse
de carbon zaharidice, mai scumpa decat glicerina, utilizand un microorganism nou-izolat din
natura si obtinerea unui polizaharid nou, ce prezintd o compozitie originald, constituita din acid
glucuronic 4045%, glucoza 30-35% si ramnoza.

Prin aplicarea inventiei, se obtin umm atoarele avantaje:

- izolarea din naturd a unui nou microorganism producétor de polizaharid, identificat prin
secventierea genei ARNr 16S ca fiind specia bacteriana Rhizobium radiobacter, inclus in
Colectia de Microorganisme de Importantd Industriala CMII-ICCF-WFCC 232, cu numérl de
identificare ICCF 410, cat si in cadrul Autontatii de Depozit Internationale NCAIM din

Budapesta, Ungaria (National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Institute
of Food Science and Technology), cu numédrul de inregistrare NCAIM P (B) 001493.

- obtinerea pnin biosinteza, cu microorganismul Rhizobium radiobacter ICCF 410, a unui
polizaharid onginal, cu structura diferitd de a altor polizaharide microbiene cunoscute, continand
acid glucuronic (40-45%), glucoza (30-35%) si ramnoza.

- valorificarea glicerinei rezultata din industria biodieselului.

Prezenta inventie descrie obtinerea polizaharidului numit thizoban, prin valorificarea
glicerinei rezultatd din fabricatia biodieselului. Microorganismul utilizat in acest procedeu este
Rhizobium radiobacter ICCF 410.

Rhizobium radiobacter este o tulpind bacteriana ce prezintd un metabolism de tip aerob.
Cultura are un aspect de tip “smooth”, coloniile sunt sferice, convexe, de culoare alb-galbui, iar

celulele se prezinta sub forma de bacili, gram-negativi.
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Caracteristicile biochimice sunt ummatoarele:

- sinteza de catalaza +;

- sinteza de oxidazi +;

- hidrolizeaza esculina;

- temperatura optima de cultivare: 25-30°C;

- pH-ul optim de crestere: 6-7;

Procedeul conform inventiei constd in aceea ca tulpina Rhizobium radiobacter ICCF 410 se
supune unui proces de crestere celulard si producere de polizaharid, constand in: faza de
preinocul pe un mediu nutritiv agarizat, faza de inocul pe un mediu lichid ce contine glicerina ca
sursa de carbon si extract de porumb ca sursa de azot, si faza de biosinteza a thizobanului pe un
mediu submers, ce are 0 compozitie similara cu cea a inoculului, insa in proportii diferite.

Dupa biosinteza, prelucrarea mediului de fermentatie a constat in separarea biomasei prin
filtrare, concentrarea sub vid a filtratului, precipitarea cu etanol, separarea si uscarea produsului
brut (la vid, 85°C), pina la greutate constantd, ummati de redizolvare, purficarea $i concentrarea
solutiei obtinute prin filtrare, purificare prin ultrafiltrare - diafiltrare si izolarea polizaharidului
purificat.

Prin cromatografie de lichide de inalti performantd (HPLC) s-a evidentiat faptul ca
polizaharidul purificat prezintd o compozitie diferita, spre deosebire de cea a altor polizaharide,
fiind compusa din monomeri de acid glucuronic, glucoza si ramnoza.

De asemenea, in uma studiilor realizate in vederea evaludri potentialului citotoxic al
polizaharidului numit thizoban asupra liniei de fibroblaste umane (ATCC- PCS-201-012) nu s-au
observat efecte citotoxice, ci din contra, o usoara crestere a viabilitatii celulare.

Biopolimerul obtfinut prezintd aplicatii potentiale in industria farmaceutica si medicini, ca
“sistem inteligent de administrare a medicamentelor” in terapia cancerului $i ca matrice pentru
ingineria tisulard, in industria cosmetica pentru dezvoltarea formularilor cosmetice cu potential
de hidratare ridicat, cat si in industria alimentara, ca agent de gelifiere, ingrosare si stabilizare in
timpul prelucrarii produselor alimentare [2].

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei:

Biosinteza cuprinde cele trei faze caracteristice unui proces microbian, si anume: preinocul,

faza de inocul (faza vegetativa) si faza de bioproces, in care are loc biosinteza propriu-zisa.
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Faza de preinocul se obtine pnin cresterea microorganismului pe un mediu nutritiv agarizat
ce contine (%, g/v): extract de drojdie 1; peptona 1; glicerol 5; agar 2. Se corecteazd pH-ul la
valoarea initiald de 6,5-7, sterilizare la temperatura de 115°C, timp de 30 minute. Incubarea are
loc la temperatura de 30°C, timp de 48-72 h.

Cultura de Rhizobium radiobacter se preia usor in apa distilata sterila.

Faza de inocul se realizeazi 1n flacoane Edenmeyer de 500 mL cu 100 mL mediu,
compozitia acestuia fiind urmatoarea (%o, g/v). glicerina 1; extract de porumb 1,5; KH2P04 0,2;
NaCl 0,2; MgS04-7H20 0,05. Se corecteazd pH-ul la valoarea initiald de 6,5-6,7, sterilizare la
temperatura de 115°C, timp de 30 minute. Cultivarea dureaza 24 de ore, prin incubare la 30°C, cu
agitare rotativa (200-220 rot./minut).

Mediul de bioproces prezintd umnatoarea compozitie (%, g/v): glicerina 3,5; extract de
poumb 1; KH,P04 0,07; K:HPOs4 0,4; acid citric 0,1; MgS047H20 0,05; MnSO4 0,03. Se
corecteaza pH-ul la valoarea initiala de 6,5-6,7, sterilizare la temperatura de 115°C, timp de 30
minute. Incubarea fazei de bioproces se realizeaza cu 10% din suspensia microbiana de inocul.
Fermentatia se realizeaza in flacoane Edenmeyer de 500 mL cu 100 mL mediu, la o temperatura
de 30°C, timp de 72 h, cu un regim de agitare variabila de 200220 rot./minut.

Procesarea post-biosinteza

Mediul de fermentatie (1,3 L) rezultat in wma procesului de biosintez 4, se dilueaza cu apa
distilata in raport de 1:1 (v/v) si se filtreaza, sub vid, pe strat adjuvant de celita. Dupa filtrare,
filtratul liber de celule se concentreaz a la rotaevaporator, sub vid, la maximum 60°C, pana la 1/2
din volum, dupa care se adauga clorura de potasiu 5%eo.

Izolarea produsului brut se realizeazd pnn precipitare cu alcool etilic, in raport de 1:3,
umata de uscarea acestuia intr-o etuva sub vid, in trepte de temperatura, la maximum 85°C.

Polizaharidul brut obtinut (7,4 g) se supune apoi procesului de punficare. Acesta se dizolva
in 1,5 L apa distilata, dupa care se filtreaza de impuritatile insolubile pe strat adjuvant de celita.

Filtratul obtinut este supus ultrafiltrari-diafiltrani prin membrane polisulfonice cu limita de
excludere de 10KDa, obtindndu-se 1,3 L. retentat.

Acesta se concentreaza la rotaevaporator, de unde se obtin 0,9 L concentrat. Din concentrat,
se izoleazd polizaharidul purificat prin precipitare cu etanol in raport de 1:3, dupa addugarea de

clorura de potasiu 5%o.

1>
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Produsul precipitat se filtreaza pe hartie de filtru si se usuca intr-o etuva sub vid, in trepte de
temperaturd, la maximum 85°C.
Se obtin 4,1 g produs punficat, conindnd ca monomeri acid glucuronic 43,2%, glucoza

32,1% si ramnoza 1,5%.
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REVENDICARI

1. Procedeu de biosintezd a thizobanului caracterizat prin aceea ca o tulpina de Rhizobium
radiobacter ICCF 410, nou-izolatd din naturd, se supune unei fermentatii submerse, pe un mediu

de cultura ce utilizeaza ca sursd de carbon glicerina, subprodus al industriei biodieselului, extract
de porumb, sirmuri minerale si acid citric, ummata de separarea §i purificarea polizaharidului

obtinut.

2. Procedeu conform revendicani 1, caracterizat prin aceea c¢id se obtine un polizaharid
original, numit thizoban, ce prezinta o compozitie diferitad de cea a altor polizaharide microbiene

cunoscute, constituitd din monomeri de acid ghucuronic 40-45%, glucoza 30-35% si ramnoza.
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