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Inventia prezinta obtinerea unui biopreparat de S.cerevisiae, imbogatit in cupru, zinc
$i mangan, ca supliment nutritiv.

in prezent, sunt cunoscute metode pentru obtinerea unor suplimente nutritive pe baza
de biomasa de drojdie imbogatita in minerale, cum sunt zincul, seleniul, magneziul, din Trace
enrichment of metal ions in aquatic environments by Saccharomyces cerevisiae, M.
Mapolelo, N. Torto, Departement of Chemistry, University of Borswana, p/bag UB 00704,
Gaborone, Botswana, 19 mai 2004, care prezinta celule de Saccharomyces cerevisiae care
au fost evaluate in ceea ce priveste imbogatirea cu urme de ioni metalici, cum ar fi: Cd®*,
Cr**, Cr®, Cu®, Zn** si Pb*" din medii apoase. Au fost optimizati parametrii care afecteaza
absorbtia metalelor, cum ar fi pH-ul solutiei, timpul de incubare, cantitatea de biomasa de
drojdie si efectul concentratiei de glucoza (sursa de energie). Studii ulterioare au fost
efectuate pentru a evalua efectele asupra absorbtiei metalului, dupa tratarea drojdiei cu
glucoza, precum si cu un solvent organic. Rezultatele din aceste studii demonstreaza ca
drojdia este un mediu imbogatit cu urme viabile de metal, care pot fi utilizate suspendate
liber in solutie pentru a atinge un factor de imbogatire foarte mare in mediul acvatic.

JP 2007176879 prezinta un medicament eficient pentru prevenirea sau tratamentul
leziunilor provocate de radiatii sau de expunerea la radiatii. Agentul de protectie impotriva
radiatiilor cuprinde drojdia Saccharomyces cerevisiae sau drojdia Saccharomyces cerevisiae
care contine un element mineral cu actiune antioxidanta. Concret, agentul de protectie
impotriva radiatiilor cuprinde drojdia Saccharomyces cerevisiae, continand cel putin
mangan, zinc, cupru $i seleniu.

Sunt cunoscute cercetarile actuale privind obtinerea unor suplimente nutritive pe baza
de biomasa de drojdie imbogatité in minerale, cum sunt zincul, seleniul, magneziul etc., in
care drojdia este utilizatd ca un biotransportor ce pune la dispozitia organismului minerale
legate organic (mai putin toxice).

Drojdiile sunt cunoscute pentru abilitatea lor de a acumula ionii metalici din solutiile
apoase prin diferite interactiuni fizico-chimice (adsorbtie, absorbtie sau un mecanism
dependent de absorbtie). Fermentatiile tulpinilor de S.cerevisiae se efectueaza in medii de
cultura ce contin melasé (ca sursa de carbon) si saruri de zinc, cupru si mangan al caror
continut variaza in functie de cerintele drojdiei (R. P. Jones, G. M. Gadd, Enzyrne Microb.
Technol. 12 (1990),1-17).

Este cunoscut faptul ca sursele anorganice (sulfatul de mangan, sulfatul de cupru,
sulfatul de zinc) sunt pro-oxidative si au implicatii intr-o serie de procese fiziologice. Zincul
indeplineste in organism rolul unui agent de circulatie, dirijand si supraveghand buna
desfasurare a proceselor fiziologice si intretinerea sistemelor enzimatice si celulare.
Manganul actioneaza ca si activator enzimatic, dar ca si component al metaloenzimelor:
piruvat decarboxialazd si superoxidismutaza. Cuprul este necesar pentru sintetizarea
hemoglobinei din fierul organic. Zincul joaca un rol important in mecanismul de aparare
antioxidanta ca parte integranta din SOD (superoxid dismutaza).

Sunt cunoscute procedee separate de obtinere a biomasei de drojdie imbogatita in
cupru, procedeu de obtinere de biomasa de drojdie imbogéatita in zinc, biomasa de drojdie
imbogatita in mangan, dar nu este cunoscut procedeul de obtinere a unui singur biopreparat
pe baza de biomasa de drojdie imbogéatita in cupru, zinc si mangan.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a unui bioprodus S. cerevisiae, imbogatit in cupru, zinc si mangan.

Procedeul de obtinere a unui biopreparat de S. cerevisiae, imbogétit in cupru, zinc
si mangan inlatura dezavantajele de mai sus, prin aceea ca celulele de S.cerevisiae
rezistente la 1000 ppm ZnSQO,, solutie de concentratie 1%, la 1000 ppm Cu SQO,, solutie de
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concentratie 1%, la 1250 ppm MnSO,, solutie de concentratie 1%, cu o viabilitate celulara
de 2,14 x 10* ufc/ml sunt selectate pentru obtinerea preinocului $i apoi a inoculului de
laborator, inocul care este folosit ca material de insaméantare pentru mediul de fermentatie,
la care se adauga, la monentul O al cultivarii, urmatoarele saruri minerale: 73,6 ppm sulfat
de cupru, 100 ppm sulfat de zinc si 180 sulfat de mangan, se corecteaza pH-ul la 5...5,5 pe
parcursul cultivarii, obtinandu-se in cele din urma biopreparatul care se purifica fie prin filtrare
pe membrana clarifiant3, fie prin centrifugare la 3000 rpm, timp de 20 min, apoi se pasteu-
rizeaza si se usuca, obtinandu-se o biomasa de drojdie uscata cu concentratie de 14 g/l
care contine 1016...1145,8 ppm Cu, 1123,8...1143,4 ppm Zn si 33,1...33,9 ppm Mn.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatarele avantaje:

- viabilitate ridicata in urma optimizarii concentratiei de minerale adaugate in mediul
de cultura;

- obtinerea unei concentratii ridicate in minerale in biopreparatul pe bazé de biomasa
de drojdie;

- dezvoltarea biomasei a fost influentata atat de concentratia de minerale, cét si de
modul de adaos;

- obtinerea unei biomase uscate crescute 14 g/l DCW si in acelasi timp un grad ridicat
de incorporare al cuprului, zincului $i manganului de catre celulele de drojdie;

- biomasa de drojdie imbogéatitd in cupru, zinc si mangan poate fi utilizata in
zootehnie, ca aditiv furajer sub forma de biopreparat;

- biopreparatul poate fi aplicat pentru neutralizarea radicalilor liber, ca scavanger,
datorita cuprului, zincului $si manganului din biomasa de drojdie.

Bioprocesul conform inventiei consta in cultivarea tulpinii S.cerevisiae, selectata in
ceea ce priveste rezistenta celulara la diferite concentratii de sulfat de cupru, zinc si mangan,
pentru formarea culturii stoc de intretinere, care este folositd ca material de insédmantare
pentru cultivare in sistem submers, pentru obtinerea inoculului de laborator dezvoltat timp
de 17 h si 30 min, utilizat apoi in raport de 15% pentru inocularea mediului de fermentatie,
care contine: sursa de C si sursa de N, 73,6 ppm sulfat de cupru, 100 ppm sulfat de zinc,
180 ppm sulfat de mangan, adaugate la momentul O h de cultivare, la un pH initial de 6,4,
corectat la 16 h de la cultivare si apoi este corectat din cand in cand, sub agitare la 240 rpm,
la temperatura de 28°C, timp de 17...20 h, obtinandu-se in final biopreparatul pe baza de
biomasa de drojdie imbogatita in cupru, zinc si mangan, prin douad metode de prelucrare.

Coloniile de drojdie, rezistente la concentratii de cupru, zinc $i mangan care nu
provoaca toxicitate celulara, ajung, in final, la un numar de 2,14 x 10* UFC/ml. Coloniile
selectate, care prezinta rezistenta celulara la cupru, zinc $i mangan, formeaza cultura stoc
deintretinere, din care se formeaza preinoculul. Din preinocul se obtine cultura de inocul prin
insamantarea a 100 ml mediu lichid pe mediu inclinat pe baza de extract de drojdie, extract
de malt, zaharoza si agar, se incubeaza la 28°C, cu agitare la 240 rpm, timp de 17-18 h de
cultivare. Procedeul este avantajos, datoritd obtinerii unui randament ridicat de biomasa
uscata, si anume DCW-14,3 g/l.

Se prezinta in continuare doué exemple de realizare a procedeului conform inventiei.

Exemplul 1. Coloniile de S.cerevisiae au fost testate la diferite concentratii de cupru,
zinc si mangan, fiind selectate coloniile cele mai mari si cel mai bine formate pentru
obtinerea culturii stoc de intretinere. Tuburile cu extract de malt (lichid) sunt insaméantate cu
7,75 ml culturd de S.cerevisiae 1%, la pH 5,5 pe fiecare eprubetd, apoi se adauga
urmatoarele saruri minerale: 1000 ppm ZnSQO,, solutie 1%, la pH 4...5, 1000 ppm CuSO,,
solutie 1%, la pH 4...5, 1250 ppm MnSQ,, solutie 1%, la pH 4-5, se incubeaza 36...48 h, la
28°C. Se obtine o viabilitate celulara Ufc/ml 2,14 x 10%, DO, ., 0,74. Se izoleaza coloniile
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care rezista la concentratii ridicate de minerale, pentru formarea culturii de intretinere pe
mediu inclinat agarizat. Din cultura stoc de intretinere se obtine preinoculul de laborator, din
preinoculul de laborator se obtine inoculul de laborator; inocularea mediului de fermentatie
se realizeaza in procent de 15% cu un inocul lichid, dezvoltat la 28°C, timp de 17 h, care
prezintd o DOy ,, de 20,20. Se foloseste o variantd de inocul care contine sucroza in
concentratie de 8%, in greutate, s.r. Cultura de inocul dezvoltata se insaméanteaza in raport
de 15%, pe mediul optimizat pe bazad de zaharoza, fosfat monoamoniacal, sulfat de
magneziu si sulfat de cupru (53,6 ppm la momentul O h de cultivare si inca 20 ppm pana la
momentul 15 h de la cultivare), sulfat de zinc (50 ppm la momentul O h de cultivare si inca
50 ppm péna la monentul 15 h de la cultivare) si sulfat de mangan (100 adaugat la momentul
0 h de la cultivare si inca 80 ppm adaugat la momentul 15 h de la cultivare). Se agita la
240 rpm, la pH 6,4, timp 17...19 h de cultivare. Pentru obtinerea biopreparatului imbogatit
in cupru, zinc $i mangan, mediul de cultura se prelucreaza prin spalari cu apa distilata si
dupa fiecare spalare se filireaza pe membrana clarifiantd, pentru eliminarea reziduurilor
celulare ramase neprocesate, apoi se pasteurizeaza pentru inactivarea celulara, dupa care
se usuca pana la umiditate 5%.

Biopreparatul obtinut in urma separarii prin filtrare contine urméatoarele concentratii
de minerale, determinate prin metoda spectrofotometrica de absorbtie atomica (AAS) si prin
spectrometrie de masa cuplata inductiv (ICP-MS), conform metodologiei ICCF:

Biopreparat pe baza de drojdie Cupru (ppm) Zinc (ppm) | Mangan (ppm)
imbogatita in cupru, zinc si mangan 1016 1123.8 33 1

Exemplul 2. Obtinerea preinocului si ainocului s-a realizat in aceleasi conditii ca cele
din exemplul 1 descris mai sus.

Tulpina S.cerevisiae este testata la diferite concentratii de minerale, in cele din urma
fiind selectate coloniile cele mai mari si cel mai bine formate pentru obtinerea culturii stoc de
intretinere. Tuburile cu extract de malt (lichid) sunt insdméantate cu 7,75 ml cultura de
S.cerevisiae 1% la pH 5,5 pe fiecare eprubeta, apoi se adauga urmatoarele saruri minerale:
1000 ppm ZnSQO,, solutie de concetratie 1%, la pH 4...5, 1000 ppm Cu SO, solutie de
concetratie 1%, la pH 4...5, 1250 ppm Mn SO,, solutie de concentratie 1%, la pH 4-5, se
incubeaza 36...48 h, la 28°C. Se obtine o viabilitate celulara Ufc/ml 2,14 x 10, DOy, 0,74.
Se izoleaza coloniile care au rezistat la concentratii ridicate de minerale, pentru formarea
culturii de intretinere pe mediu inclinat agarizat. Din cultura stoc de intretinere se obtine
preinocului de laborator. Din preinoculul de laborator se obfine inoculul de laborator.
Inocularea mediului de fermentatie se realizeaza cu un inocul lichid in procent de 15%,
dezvoltat la 28°C, timp de 17 h, care prezintd DO, ., de 20,20. Se foloseste varianta de
inocul care contine sucroza in concentratie de 8%, in greutate, s.r. Cultura dezvoltata de
inocul se insdmanteaza in raport de 15% pe mediul optimizat pe baza de zaharoz3, fosfat
monoamoniacal, sulfat de magneziu si sulfat de cupru (73,6 ppm la momentul O de cultivare);
sulfat de zinc (100 ppm la momentul 0 de cultivare); sulfat de mangan (180 ppm adaugat la
momentul 0 de cultivare).

Prelucrarea mediului de cultura fermentat se realizeaza la un pH final de 3,8, prin
separare pentru eliminarea reziduurilor celulare ramase neprocesate si apoi centrifugare,
pasteurizare pentru inactivare celulara, dupa care se usuca panalaumiditate 5%, obtinandu-
se biopreparatul pe baza de biomasa de drojdie (DCW -14 g/l), imbogatit in cupru, zinc si
mangan.



RO 125200 B1

Biopreparatul obtinut in urma separarii prin centrifugare contine urméatoarele
concentratii de minerale, determinate prin metoda spectrofotometrica de absorbtie atomica
(AAS) si prin spectrometrie de masa cuplata inductiv (ICP-MS), conform metodologiei ICCF:

Biopreparat pe baza de drojdie Cupru (ppm) Zinc (ppm) | Mangan (ppm)
imbogatita in cupru, zinc si mangan 1016 1123 8 331




11

13

RO 125200 B1

Revendicare

Procedeu de obtinere a unui biopreparat de S.cerevisiae, imbogatit in cupru, zinc si
mangan, caracterizat prin aceea ca celulele de S.cerevisiae rezistente la 1000 ppm ZnSQO,,
solutie de concentratie 1%, la 1000 ppm Cu SO,, solutie de concentratie 1%, la 1250 ppm
Mn SQO,, solutie de concentratie 1%, cu o viabilitate celulara de 2,14 x 10* ufc/ml sunt pre-
lucrate pentru obtinerea preinocului $i apoi a inoculului de laborator, inocul care este
folosit ca material de insamantare pentru mediul de fermentatie, la care se adauga, la
momentul 0 al cultivarii, urmatoarele saruri minerale: 73,6 ppm sulfat de cupru, 100 ppm
sulfat de zinc si 180 sulfat de mangan, si se corecteaza pH-ul la 5...5,5 pe parcursul
cultivarii, obtinandu-se in cele din urma biopreparatul, care se purifica fie prin filtrare pe
membrana clarifianta, fie prin centrifugare la 3000 rpm, timp de 20 min, apoi se pasteuri-
zeaza si se usuca, obtinandu-se o biomasa de drojdie uscata cu concentratie de 14 g/l, care
contine 1016...1145,8 ppm Cu, 1123,8...1143,4 ppm Zn si 33,1...33,9 ppm Mn.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 368/2012
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