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9 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI BIOPRODUS PE BAZA

DE SELENIU $I CROM

Examinator. biochimist EREMIA LAURA
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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui bioprodus pe baza de seleniu
si crom, care prezinta efect sinergic in normalizarea actiunii insulinice.

Este cunoscut din CN 1557941 un procedeu de preparare a drojdiei de bere
imbogatitd in crom, care include cultivarea in doua etape a monocoloniei insdméantate
selectate de drojdie de bere, fermentarea intr-un fermentatorlapH 5,6...6,0 §i 27...29°C, timp
de 9...11 h, reglarea pH-ului la 5,5...5,6, adaugarea Cr trivalent 0,10...0,15 g/l si adaugarea
mustului de malt in cantitate de 30...50%, in volum, de lichid initial de fermentare,
fermentarea pana la un timp de fermentare total de 40...50 h, colectarea prin centrifugare
Thallus, spalarea cu apa super-pura, uscarea prin pulverizare pentru a obtine pulbere uscata
de drojdie de bere cu un continut de crom bioactiv de 222...318 pg/g.

CN 101045907 se refera la un tip de Saccharomyces cerevisiae imbogatit cu seleniu
si crom, si procesul lor de productie. Produsul Saccharomyces cerevisiae imbogatit in
seleniu si crom contine seleniu 100...4000 mg si crom 100...4000 mg pe fiecare kilogram.
Saccharomyces cerevisiae imbogatit pe seleniu si crom poate fi utilizatd ca supliment de
seleniu si crom, adaugat in diverse produse alimentare sau preparate gata de preparare.

Este cunoscut, de asemenea, produsul Diabichrome pe baza de drojdie imbogatita
in crom si drojdie imbogatitd in seleniu, produs realizat de Alltech USA)
(http:/mww.venkys.com/archive/nutrition/nhpDiabichrome.html).

Problema pe care o rezolva inventia consté in obtinere a unui bioprodus din drojdie
pe baza de crom si seleniu, avand efect in normalizarea actiunii insulinei.

Procedeul conform inventiei inlaturéd dezavantajele de mai sus prin aceea ca se
cultiva 1,7 x 10%-2,9 x 10* UFC/ml dintr-o culturd de Sacharomyces cerevisiae, rezistente la
o solutie de selenit de sodiu 14% si la o solutie de clorura cromicaé 12% pentru a obtine o
cultura stoc de intretinere cu un continut de 0,7 x 10°...0,9 x 10° UFC/ml, care se foloseste
pentru obtinerea inoculului prin cultivare timp de 17...18 h, inoculul astfel obtinut este
insamantat in procent de 15% in volum, pe un mediu de fermentatie care contine zaharoza
ca sursa de carbon, vitamine alese dintre bioting, tiamina, piridoxina si pantotenat de calciu,
400...1000 ppm solutie de clorura cromica 10%, minerale precum Zn?*, Fe**, 1a28°C...32°C,
la care se adauga 200...700 ppm selenit de sodiu 14% la 14...16 h de la cultivare, pH
45..6,5, timp de 20...24 h, cu agitare 240 rpm, rezultdnd mediul fermentat care se separa
prin centrifugare la 3000 rpm, biomasa obtinuta se spala o data cu o solutie EDTA 0,1 M, o
daté cu o solutie tampon de fosfat acid de sodiu 0,1M si de trei ori cu apa distilata, pentru
indepartarea reziduurilor metalice extracelulare neprocesate, apoi se pasteurizeaza la
temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min, se usuca cu alcool etilic 70% 2...3 hla 4°C,
se filtreaza la vid si apoi se resuspenda in alcool de 90%, se usuca la vid, obtinandu-se
bioprodusul pe baza de biomasa de Sacharomyces cerevisiae imbogatitd in crom total
100...400 ppm, respectiv in seleniu 500...2500 ppm.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- se obtine unui singur bioprodus care sa contind ambele minerale in compozitia
biomasei si nu un produs care sa contind un amestec de biomasa imbogatita in seleniu cu
biomasa imbogéatita in crom;

- seleniul are proprietatea de a contracara formarea radicalilor liberi si care permite
asimilarea in concentratii mari a cromului care ar putea fi toxic in absenta acestuia pentru
cultura de drojdie. Pentru a pastra concentratia de minerale sub nivelul toxic, a fost stabilit
totodata adaosul seleniului treptat, in acelasi timp cu adaosul de zaharoza (solutie 40%));

- se utilizeaza colonii de Sacharomyces cerevisiae rezistente la crom si seleniu
anorganic, care au proprietatea de a creste gradul de bioconversie in timpul fermentatiei
submerse, determinand o eficientizare crescuta a procesului;

2



RO 125079 B1

- selectarea coloniilor rezistente la crom si seleniu a creat posibilitatea incorporarii
unui continut ridicat de crom si seleniu care nu este toxic celulelor de drojdie, datorita unei
viabilitati ridicate (1,7 x 10”...2,9 x 10* UFC/ml);

- obtinerea unei concentratii ridicate in biomasa (>6,0 g%) si a unei incorporari
ridicate de crom si seleniu.

Procedeul conform inventiei consté in cultivarea submersa a celulelor selectate de
Sacharomyces cerevisiae rezistente la concetratii ridicate de crom si seleniu care formeaza
cultura stoc de intretinere sau inoculul de laborator, care a constituit material de insdméantare
in procent de 15% (v/v) al mediului de culturd pe baza de zaharoza, vitamine (alese dintre
bioting, tiamina, piridoxina si pantotenat de calciu), selenit de sodiu, in concentratii mici,
impreuna cu sursa de carbon la 14...16 h de la cultivare, clorura cromica, minerale precum
Zn* Fe* 1a28°C...32°C, pH 4,5...6,5, corectat pe parcursul cultivarii, timp de 20...24 h, cu
agitare 150...240 rpm, care a fost supus prelucrarii mediului fermentat prin centrifugare
3000 rpm, purificare prin spalare cu EDTA 0,1 M, solutie tampon Na,HPO, 0,01M si de trei
ori cu 100 ml apa distilata, pentru indepartarea reziduurilor metalice extracelulare
neprocesate, rezultand crema de drojdie care se incubeaza prin pasteurizare latemperatura
de 75...80°C, timp de 45...50 min, apoi se usuca cu alcool etilic 70%, 2...3 h, la 4°C, filtrare
la vid si apoi resuspendate in alcool de 90%, uscare la vacuum, bioprodusul pe baza de
biomasa de Sacharomyces cerevisiae imbogatitd in crom total 100-400 ppm, respectiv
seleniu 500-2500 ppm.

Selectarea coloniilor rezistente la crom si seleniu a creat posibilitatea incorporarii unui
continut ridicat de crom si seleniu, care nu este toxic celulelor de drojdie in concentratia
aleasd, datoritd prezentei unei viabilitati ridicate (1,7 x 10..2,9 x 10* UFC/ml) in urma
tratamentului cu aceste minerale.

Procedeul de selectare a coloniilor care prezintd proprictatea de a rezista la
concentratii ridicate de crom si seleniu conform inventiei consta in aceea ca se formeaza
cultura "stoc" de intretinere (+4°C) din care se prepara materialul biologic de insamantare,
preinoculul, care se incubeaza la temperatura de 28°C, timp de 48 h, pe mediu inclinat
agarizat pe baza de zaharoza, extract de malt, peptona si inoculul lichid.

Preinocul se foloseste la insdmantarea a 100 ml mediu lichid, care se incubeaza la
temperatura de 28°C, timp de 17...18 h, cu agitare 240 rpm, obtinandu-se inoculul (0,7 x
10°...0,9 x 10° cel/ml).

Inoculul, cultura purd, bine dezvoltata (greutate celulara umeda >100 g/l), pH 4,0,
culoare bej deschis si miros caracteristic se foloseste la insdmantarea mediului de
fermentatie.

Se prezintd, in continuare, un exemplu de realizare a procedeului conform inventiei.

Exemplu. Se selecteaza culturile de Saccharomyces cerevisiae in care s-au
incorporat concetratii ridicate la crom si seleniu cu o viabilitate de 1,7 x 10%...2,9 x 10*
UFC/ml, se cultiva pe 10 ml mediu solid care contine zaharoza, extract de drojdie si peptona,
timp de 17...18 h, pentru obtinerea unei culturi stoc de intretinere, preinoculul, cu un continut
de 0,7 x 10°...0,9 x 10° cel/ml. Aceasta cultura este folosita pentru obtinerea culturii de inocul
de 17...18 h, care este apoi insaméantatd pe 100 ml de mediu de fermentatie ce contine
7...9% zaharoza, 0,4...0,5, extract de drojdie saruri minerale (Fe**, Zn** si Cu®*) in diferite
proportii, solutie de CrCl; x 6 H,O 10%, 700...1000 ppm, cu agitare continua 240 rpm, timp
de 20...24 h, pH 4,5...6,5. La sfarsitul procesului, mediul fermentat a fost supus prelucrarii,
intr-o prima etapa fiind separat prin centrifugare la 3000 rpm. in a doua etap& urmeaza
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spalarea biomasei cu 100 ml de solutie EDTA 0,1 M, 100 ml de solutie de Na,HPQO,, 0,01 M
si de trei ori cu 100 ml apa distilatd pentru indepartarea reziduurilor metalice extracelulare
neprocesate, rezultdnd dupa centrifugare biomasa cu un continut redus de umiditate. A
urmat pasteurizarea biomasei la temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min, pentru
inactivare celulara.

in final, biomasa a fost supusa uscarii cu alcool etilic 70%, 2...3 h, la 4°C, filtrare la
vid si apoi resuspendare in alcool de 90%, usucare la vacuum, obtinandu-se in final
bioprodusul pe baza de biomasa de Sacharomyces cerevisiae imbogatita in crom si seleniu.

Bioprodusul pe bazd de seleniu si crom obtinut conform inventiei prezinta
urmatoarele caracteristici:

- aspect: pulbere;

- culoare: maronie;

- miros: caracteristic;

- umiditate (pierdere prin uscare): 5,5...6,0%;

- continut in azot total (s.u): 7,5...8,0%;

- continut in proteina (s.u): 40...50%;

- continut in seleniu total: 500...2500 ppm;

- continut in crom total: 150...400 ppm.



RO 125079 B1

Revendicare

Procedeu de obtinere a unui bioprodus din drojdie pe baz& de crom si seleniu, carac-
terizat prin aceea ca se cultiva 1,7 x 10%-2,9 x 10* UFC/ml dintr-o cultura de Sacharomyces
cerevisiae rezistenta la o solutie de selenit de sodiu 14% si la o solutie de clorura cromica
12%, pentru a obtine o cultura stoc de intretinere cu un continut de 0,7 x 10°...0,9 x 10°
UFC/ml, care se foloseste pentru obtinerea inoculului prin cultivare timp de 17...18 h, inoculul
astfel obtinut este apoi insamantat in procent de 15% in volum, pe un mediu de fermentatie
care contine zaharoz4 ca sursa de carbon, vitamine alese dintre biotina, tiamina, piridoxina
si pantotenat de calciu, 400...1000 ppm solutie de clorurd cromica 10%, minerale precum
Zn*, Fe** la 28...32°C, la care se adauga 200...700 ppm selenit de sodiu 14% la 14...16 h
delacultivare, pH4,5...6,5, timp de 20...24 h, cu agitare 240 rpm, rezultand mediul fermentat
care se separa prin centrifugare la 3000 rpm, biomasa obtinuta se spala o data cu o solutie
EDTA 0,1 M, o data cu o solutie tampon de fosfat acid de sodiu 0,1 M si de trei ori cu apa
distilatd, pentru indepartarea reziduurilor metalice extracelulare neprocesate, apoi se
pasteurizeaza la temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min, se usuca cu alcool etilic
70%, timp de 2...3 h, la 4°C, se filtreaza la vid si apoi se resuspenda in alcool de 90%, se
usuca la vid, obtindndu-se bioprodusul pe baza de biomasa de Sacharomyces cerevisiae
imbogatita in crom total 100...400 ppm, respectiv in seleniu 500...2500 ppm.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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