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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de obtinere a enzimei
extracelulare fosfataza din rizobiota Solanum
Lycoperiscum destinata cresterii ratei de producere a
fosfatazei alcaline extracelulare. Metoda, conform
inventiei, consta n etapele: extractie si izolare a mixului
de microorganisme (rizobiota) dintr-o masa de sol
rizosferic al Solanum Lycopersicum, diluare in serie cu
solutie PBS modificata, realizarea unuiinocul pe mediu
solid cu incubare la 37°C timp de 1...5 zile, colectarea

coloniilor eficiente care prezinta solubilizarea fosfatului
si cresterea coloniilor in mediu artificial cu multiplicare
secventiald, rezultand enzima fosfataza alcalina extra-
celulara purificatd avand o activitate enzimaticd in
domeniul 28...61 mU x mL™", fiind mai mare cu 23% fata
de activitatea determinata din monocolonii.
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METODA DE PRODUCERE A ENZIMEI EXTRACELULARE FOSFATAZA DIN
RIZOBIOTA SOLANUM LYCOPERSICUM

DESCRIERE

Inventia se refera la o metoda de producere a enzimei extracelulare fosfataza din
rizobiota Solanum Lycopersicum destinata cresterii ratei de producere a fosfatazei
alcaline extracelulare.

Dupa azot (N), fosforul (P) este al doilea cel mai important nutrient mineral necesar
pentru cresterea plantelor. Desi fosfatul total este abundent in multe soluri, acesta este
in mare parte indisponibil pentru absorbtie de catre radacinile plantelor, deoarece
aproximativ 20 — 80 % din P din sol apare in forme organice. Fosforul din sol formeaza
cu usurinta complexe insolubile cu cationi si/sau incorporate in materia organica de catre
microorganisme. Chiar si atunci cand fosforul este aplicat ca ingrasamant, mai mult de
80 % devine indisponibil pentru absorbtie de catre plante din cauza proceselor de
adsorbtie, precipitare sau imobilizare microbiana [1]. Astfel, randamentul culturilor pe 30
— 40% din terenul arabil din lume este limitat de disponibilitatea fosforului. In solurile cu
continut scazut de fosfor, atat plantele, cat si microorganismele au dezvoltat diverse
strategii pentru cresterea aprovizionarii cu acest nutrient mineral [2]. Aceste strategii
includ acidificarea rizosferei, exudarea acizilor organici si secretia de fosfataze
extracelulare [3].

Fosfatazele acide sunt enzime de origine vegetala, in timp ce fosfatazele alcaline
sunt secretate de bacterii, fungii si nevertebrate si functioneaza catalitic la valori ale pH-
ului peste 7 [4]. Aceste enzime catalizeaza scindarea fosforului din esterii fosfatici
organici in solurile acide si alcaline cu continut scazut de fosfor, facand astfel fosforul mai
disponibil in aceste soluri. Fosforul organic din materia organica din sol este, prin urmare,
principalul substrat pentru furnizarea de fosfor de catre fosfataze in ecosistemele naturale
si agricole.

Alcalin fosfataza (EC. 3.1.3.1.) este o metaloenzima nespecifica care hidrolizeaza

diverse tipuri de esteri fosforici la un pH alcalin in prezenta ionilor de zinc si magneziu. In
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microorganisme, fosfataza alcalina este localizata in spatiul periplasmatic, extern
membranei celulare. Acesta este eliberat in timpul inanitiei de fosfat si in prezenta
fosfatului in mediu. Fosfataza alcalina microbiana este semnificativ rezistenta la
inactivare, denaturare si are o rata de activitate mai mare. Literatura de specialitate arata
ca anumite microorganisme izolate din sol prezinta o potentiala activitate in solubilizarea
si reciclarea fosfatului. Numeroase fungii si bacterii sunt capabile sa solubilizeze fosforul
si multe dintre ele au un rol esential in mineralizarea si mobilizarea acestuia in plante prin
crestrea biodisponibilitatii fosforului anorganic in sol. Prin urmare, utilizarea unui inocul
microbian este o strategie promitatoare pentru a rezolva problemele agricole si de mediu
[5].

Recent, o atentie speciala este acordata microorganismelor, adesea fiind
considerate ca viitoare produse economice datorita susceptibilitatii lor la imbunatatire
genetica [6, 7, 8]. Mai nou, enzimele microbiene incep sa inlocuiasca pe cele de origine
vegetala sau animala in mai multe industrii (alimentara, farmaceutica, etc.) [5]. Acest lucru
se datoreaza eficacitatii lor in optimizarea a diferite etape tehnologice de productie,
contributia la cresterea randamentului de productie, dezvoltarea tehnologiei ADN
recombinante, etc [7, 8].

In strainatate modul de obtinere a enzimelor fosfatazei are la baza doua
tehnologii: fermentatia submersa si fermentatia in stare solida. In ambele cazuri se
utiizeaza ca inocul microorganisme pure izolate dintr-un anume mediu sau
microorganisme modificate genetic. Pentru comercializare sunt necesare fosfataze pure,
prin urmare, microorganismele trebuie sa fie crescute in conditii aseptice, fara posibile
surse de contaminare (chimice, alte microorganisme, etc.). Este necesar sa se previna
contaminarea cu alte bacterii deoarece ingreuneaza fluxul tehnlogic: pot exista competiti
pentru nutrienti; fosfatazele nu pot fi produse la fel de usor; produsul final — enzimele
fosfatazei pot fi contaminate si nesigure din punct de vedere al calitati si eficientei. De
asemenea, fosfataza produsa, obtinuta in final trebuie izolata din celulele microbiene. In
prezent, pe baza tehnologiilor existente din inocul de microorganisme pure sau modificate
genetic se obtin fie fosfataze extracelulare, fie fosfataze intracelulare. Principalele
dezavantaje ale acestor tehnologii sunt [9, 10]:

2¢



RO 137460 A2

costurile implicate si timpul alocat obtinerii microorganismelor modificate
genetic: sunt necesare echipamente de inalta performanta si care au un cost
ridicat, conditii speciale foarte bine controlate (clima, aseptic, etc.) si personal
inalt calificat;

izolarea microorgarismelor pentru monoculturi este adesea dificila;

obtinerea fosfatazei dorite implica: separarea celulelor (pentru a facilita
eliberarea enzimelor), separarea fosfatazei de resturile celulare si celelalte
enzime coextrase — procese adesea dificile, costisitoare si mari consumatoare

de timp.

In tara, sunt putine studii care se adreseaza obtinerii enzimelor, in general, din

microorganisme. Majoritatea lucrarilor publicate sunt adresate identificarii potentialelor

surse de enzime [11], studiului comportamentului enzimelor [12] si potentialul aplicarii

enzimelor in diferite domenii [13].

Scopul prezentei inventii este de a elabora o metoda noua, originala de crestere

a ratei de producere a fosfatazei alcaline extracelulare de catre rizobiota Solanum

lycopersicum. Prezenta metoda propune obtinerea fosfatazei alcaline extracelulare

generate de rizobiota Solanum lycopersicum dintr-o cultura mixta de microorganisme.

Prezenta cerere de brevet prezinta conditile de crestere a mixului de microorganisme

extrase din rizosfera Solanum lycopersicum, conditiile de obtinere a fosfatazei alcaline

extracelulare si modul de purificare a fosfatazei alcaline extracelulare.

Problemele tehnice pe care le rezolva inventia sunt:

eliminarea etapei de identificare si izolare a microorganismelor specifice care
pot genera fosfataza alcalina, etapa costisitoare si consumatoare de timp, care
conform metodei propuse prin prezenta cerere de brevet se realizeaza prin
utilizarea unui mix de microorganisme;

simplificarea si reducerea complexitatii fluxului tehnologic de obtinere a
fosfatazei alcaline extracelulare comparativ cu tehnicile de obtinere a fosfatazei

alcaline intracelulare.

Originalitate si noutate:

reduce timpul si elimina dificultatea etapelor de identificare, izolare si crestere

a microorganismelor generatoare de fosfataza alcalina;
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- elimina problemele aparute in procesul de separare a celulelor pentru

facilitarea eliberarii enzimei;

- reduce dificultatea etapei de separare a enzimei de resturile celulare;

- creste stabilitatea enzimei in afara conditiilor celulare

- reduce semnificativ costurile de purificare.

Modul de lucru pentru aplicarea metodei optimizate de producere a enzimei
extracelulare fosfataza din rizobiota Solanum Lycopersicum. Prezenta cerere de
brevet propune obtinerea fosfatazei alcaline extracelulare generate de rizobiota Solanum
lycopersicum dintr-o cultura mixta de microorganisme. Etapele procesului de obtinere a
fosfatazei alcaline sunt:

1. izolarea si cresterea rizobiotei extrase din rizosfera Solanum lycopersicum;

2. obtinerea fosfatazei alcaline extracelulare.

Etapa de izolare si crestere a mixului de microorganisme (rizobiota) extrase
din rizosfera Solanum lycopersicum: aceasta etapa implica extractia rizobiotei din
rizosfera Solanum lycopersicum si cresterea rizobiotei extrase in mediu artificial, dupa
cum urmeaza:

- Dintr-o masa m de sol rizosferic al Solanum lycopersicum se extrage rizobiota

cu o solutie PBS modificata (1 L solutie PBS contine: 8 g NaCl, 200 mg KClI,
1.44 g NazHPOs, 245 mg KH2PO4, 50...200 mg d-glucoza, 2...5 mg piruvat de
sodiu, 100...500 mg albumina serica bovina).

- Mixul de rizobiota astfel extras se dilueaza in serie (107) cu solutie PBS
modificata.

- Din solutia diluata a rizobiotei se realizeaza un inocul pe mediu solid NA si se
incubeaza la 37 °C pentru un interval de timp de 1...5 zile. Restul de extract al
rizobiotei se pastreaza in mediu lichid.

- Se realizeaza testul activitatii fosfatazei alcaline pe mediu solid de agar cu
extract de sol la care s-a adaugat 0 masa m de CaClz si KH2PO4 sterilizat.
Incubarea are loc pe o durata de 12...48 h, intre 35...37 °C.

- In continuare, se colecteaza doar acele colonii care prezinta solubilizarea

fosfatului in jurul lor.

2%
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Aceste colonii se cresc in continuare in placi cu agar luria si se multiplica

secvential pe toata durata producerii fosfatazei alcaline extracelulare.

Etapa de obtinere al fosfatazei alcaline extracelulare din rizobiota extrasa din

rizosfera Solanum lycopersicum a avut loc conform urmatoarilor pasi:

O masa m de 1...5 % din coloniile de microorganisme a fost transferata pe un
mediu Bunt and Rovira modificat. Acest mediu modificat contine: 10 g C¢H;,0s,
1...5 g cazeina, 1 g (NH,),SO,, 0.2 g KCI, 0.1...1 g K2HPO4, 0.2 g MgSO,, 15
gagar,01%Zn.

pH-ul mediului a fost cuprins intre 6.5.. 8.

Acest mediu a fost incubat la o temperatura cuprinsa intre 30...35 °C pentru o
durata de timp de 24...48 ore.

Dupa incubare si formarea enzimei fosfaza alcalina extracelulara, aceasta
enzima obtinuta a fost purificata prin tehnica precipitarii sulfatului de amoniu
Precipitatul obtinut a fost centrifugat timp de 10...30 min la 3500 rpm

Se adauga un volum v de 30...70 % (NH,),SO, raportat la volumul de proba
Se echilibreaza la rece la temperatura 4...6 °C, timp de 8 h.

Dupa incubare, supernatantul se elimina, obtinandu-se astfel enzima pura:

fosfataza alcalina extracelulara.

Activitatea enzimei purificate — fosfataza alcalina extracelulara — a fost analizata

utilizand un substrat fluorescent conjugat cu colorant 4-metilumbeliferona (MUB) la o

excitare/emisie in jurul valorii de 360/460 nm. Rezultatele obtinute au fost in domeniul 27

— 61 mU-mL-'. Activitatea enzimatica purificata obtinuta de la coloniile eficiente in

solubilizarea fosfatului a variat in domeniul 28 — 61 mU-mL-, acesta fiind mai mare

aproximativ cu 23 % fata de activitatea determinata din monocolonii.

Avantajele metodei:

Prin aceasta metoda s-a obtinut enzima fosfataza alcalina extracelulara din

rizobiota rizosferei Solanum lycopersicum. Comparativ cu alte metode aceasta metoda

este mai:

Usoara: fosfataza alcalina extracelulara este obtinuta mult mai usor comparativ

cu fosfataza alcalina intracelulara; utilizarea unui mix de microorganisme cu

2%
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potential ridicat de solubilizare a fosfatului exclude dificultatea ridicata de
izolarea microorganismelor pentru monoculturi care adesea este foarte dificila;

- Stabila: activitatea fosfatazei alcaline extracelulare astfel obtinuta a prezentat
o stabilitate mai ridicata in timp: 48 h la 30 °C.

- Eficienta: prin folosirea coloniilor eficiente in solubilizarea fosfatului,
randamentul de producere a fosfatazei alcaline extracelulare a crescut cu
aproximativ 23 %

- Avantajoasa din punct de vedere al costului si duratei: sunt eliminate costurile

implicate si timpul alocat obtinerii microorganismelor modificate genetic.
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REVENDICARE

Metoda de producere a enzimei extracelulare fosfataza din rizobiota Solanum
Lycopersicum, simpla si eficienta caracterizata prin aceea ca dintr-o masa m de sol
rizosferic al Solanum lycopersicum se extrage rizobiota cu o solutie PBS modificata (1
L solutie PBS contine: 8 g NaCl, 200 mg KCI, 1.44 g NazHPOas, 245 mg KH2PO4,
50...200 mg d-glucoza, 2...5 mg piruvat de sodiu, 100...500 mg albumina serica
bovina) apoi mixul de rizobiota astfel extras se dilueaza in serie (107) cu solutie PBS
modificata iar din solutia diluata a rizobiotei se realizeaza un inocul pe mediu solid NA
care se incubeaza la 37 °C pentru 1...5 zile pe care apoi se realizeaza testul activitatii
fosfatazei alcaline pe mediu solid de agar cu extract de sol la care se adauga o masa
m de CaClz si KH2POs4 sterilizat, incubarea avand loc pentru 12...48 h, la 35...37 °C
dupa care se colecteaza doar acele colonii care prezinta solubilizarea fosfatului in jurul
lor si din care 0 masa m de 1...5 % din coloniile de microorganisme este transferata
pe un mediu Bunt and Rovira modificat care contine: 10 g C¢H,,0s, 1...5 g cazeina, 1
g (NH,),;S0,, 0.2 g KCl, 0.1...1 g K2HPO4, 0.2 g MgSO,, 15 g agar, 0.1 % Zn, cu un
pH intre 6.5.. 8, mediu incubat la o temperatura cuprinsa intre 30...35 °C pentru o
durata de timp de 24...48 ore, dupa incubare si formarea enzimei fosfaza alcalina
extracelulara, aceasta enzima obtinuta se purifica prin tehnica precipitarii sulfatului de
amoniu, dovedindu-se experimental ca prin folosirea coloniilor eficiente in
solubilizarea fosfatului, randamentul de producere a fosfatazei alcaline extracelulare

a crescut cu aproximativ 23 %.
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