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Inventia se refera la obtinerea unui produs pe baza de biomasa de drojdie nou
identitificata Candida sp. si cu numar de depozit DBVPG37P, imbogatita in calciu care are
capacitatea de a regla deficitul de calciu din organismul uman si prezinta un miros si o aroma
placuta.

Persoanele cu boala celiaca au deficienta in calciu, comparativ cu populatia generala
adulta. Adultii cu boala celiaca au nevoie de o doza de calciu intre 1000 mg si 1500 mg in
fiecare zi. Este cunoscut faptul ca calciul este un element esential pentru formarea si menti-
nerea sanatatii oaselor. Osteoporoza reprezinta o afectiune scheletica sistemica caracte-
rizatda de o masa osoasa scazuta si deteriorare a tesutului osos o data cu cresterea con-
secutiva a fragilitatii osoase si susceptibilitate la fracturi.

Obtinerea si utilizarea de biomase de drojdii imbogatite in calciu (lactat de calciu)
ingrediente care se regasesc in REGULAMENTUL (CE) NR. 1170/2009 AL COMISIEI din
30 noiembrie 2009) prin intermediul unor procedee biotehnologice, este avantajoasa in
scopul eliminarii formelor anorganice si organice de sinteza chimica.

Nu exista studii in stadiul actual al cunoasterii privind obfinerea prin biosinteza de
biomasa de drojdie activa cu calciu cu tulpina a nou identificata Candida sp. DBVPG37P.

Este cunoscut faptul ca biomasa de drojdii imbogatita cu calciu conform inventiei
RO A/00600/29/08/16, elimina dezavantajul utilizarii produselor de sinteza, ca spre exemplu:
pantotenat de calciu, propionat de calciu, sulfat de calciu, lactat de calciu ce utilizeaza o
tulpina de drojdie adaptata la calciu. Tulpina identificata si cu nr. de colectie conform IDA
DBVPG37P nu a mai fost folosita la obtinerea de biomasa de drojdie imbogatita in calciu
activa si care prezinta o aroma placuta. Drojdiile au capacitatea de a acumula numeroase
microelemente (fier, zinc, crom, seleniu etc).

Obtinerea de biomasa de drojdie imbogatita in calciu prin drojdiile adaptate la calciu
pot avea o capacitate marita de asimilare a calciului Tn biomasa si nu sunt modificate genetic.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unui produs pe baza
de biomasa de drojdii izolate din biomasa de vin alb, imbogatite in calciu cu ajutorul drojdiei
noi identificate Candida sp., care are numar de depozit DBVPG 37P si care nu a fost
adaptata la calciu pentru aceasta.

Solutia tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unui produs pe baza
de biomasa activa de drojdie Candida sp. DBVPG 37P, imbogatita in calciu pentru a fi folosit
ca bio-fotificant in produsele derivate de panificatie si pentru a ajusta deficienta de calciu din
organism, deficienta care poate provoca diferite boli in organism.

Produsul, conform inventiei, este obtinut printr-un procedeu caracterizat prin
aceea ca:

- se prepara un preinocul, prin dezvoltare timp de 30-48 h, la o temperatura de 30°C,
a unei culturi de intretinere a unei colonii de Candida sp. DBVPG37P selectata anterior prin
cultivarea pe mediu YMSP-agar, la o temperatura de 28-30°C, timp de 30-48 h;

- se prepara un inocul lichid 1 si/sau 2 din preinocul, care se incubeaza pe mediu
YSP, la o temperatura de 30°C, agitare la 170-240 rpm, timp de 15-22 h si apoi se trece pe
mediu YPS;

- Intr-un fermentator de 6l Vt si 4| Vu, se insamanteaza cu inoculul lichid un mediu
de cultura care contine in g%(v/v): extract de drojdie 0,3-0,7, zahar initial 100-150 g/3,2I,
saruri de Mg®* si K*, cu adaosul pe parcurs a solutjilor de lactat de calciu si zaharoza, cand
are loc fermentarea propriu-zisa la pH = 4,0 reglat cu o solutie amoniacala de 5%, agitare
la 200-550 rpm, la o temperatura de 28-30°C, timp de 14-16 h;
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- se separa biomasa imbogatita in calciu prin centrifugare la 3000-4500 rpm, intr-o
centrifuga Sorvall de 4 x 400 ml, timp de 10-15 min, apoi se spala de trei ori cu apa distilata,
prin agitare energica, pentru indepartarea sarurilor de Ca reziduale, urmata de centrifugare
si descarcarea apei de spalare, si se usuca prin liofilizare, timp de 48 h, in mai multe etape.

Solutia de lactat de calciu se adauga gradual, sub forma de solutie 9 g%, folosind o
seringa cu filtre sterile Tn 5-6 portii de cate 50 ml pe parcursul procesului.

Solutia de zaharoza se adauga, cu pompa peristaltica in portii mari de 100 g zaha-
roza dizolvata in 300 ml apa distilata, prin agitare cu incalzire si apoi sterilizata la 105°C.

Liofilizarea consta in doua operatii: inghetarea probelor in etape succesive si
sublimarea ghetii cu ajutorul vidului Tnaintat.

Bioingredientul direct obtinut prin procedeul definit mai sus prezintd un grad de
asimilare a calciului in biomasa de drojdie de 8200-18000 mg/kg si 0 concentratie celulara
uscata de drojdie activa de 1 g%.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- produsul obtinut utilizeaza o tulpina de drojdie izolata din vin alb si idenficata ca
noua, ca si Candida sp., cu nr. de depozit DBVPG37P.

- produsul obiinut prezinta calciu in biomasa de drojdie;

- produsul pe baza de biomasa de drojdie activa Candida sp. DBVPG37P, imbogatita
in calciu poate fi folosita pentru obtinerea de produse derivate de panificatie si pentru
suplimente alimentare;

- produsul pe baza de biomasa de drojdie imbogatita active Candida sp. DBVPG37P,
in calciu poate fi adaugat ca bioingredient in panificatie;

- produsul pe baza de drojdie imbogatita in calciu utilizeaza tulpina Candida sp.
DBVPG37P prezinta calciu asimilat in biomasa in concentratii de pana la 18000 ppm. Asimi-
larea este influentata de modul de adaos al solufiei de lactat de calciu in timpul fermentatiei;

- produsul pe baza de drojdie imbogatita in calciu ar putea fi inactivat pentru a putea
sa fie folosit in hrana animalelor sau ar putea fi utilizat ca supliment alimentar in concen-
tratiile conform legislatiei in vigoare;

- produsul utilizeaza in timpul fermentatiei utilizeaza lactat de calciu care este folosit
ca atare ca stimulator de crestere al painii in industria de panificatie;

- produsul fara adaos de calciu poate fi folosit ca sursa de vitamine sub forma activa
sau inactiva;

- drojdia martor activa de Candida sp. DBVPG37P fara calciu prezinta un miros
placut, o culaore alb-bej, cu o viabilitate ridicata si ar putea fi folosita si ca drojdie inactva ca
sursa de proteina sau ca drojdie activa instant pentru produsele de panificatie;

- drojdia martor fara calciu Candida sp. DBVPG37P ar putea fi obtinuta si in forma
inactiva si ar prezenta avantajul utilizarii in hrana cainilor si pestilor ca sursa de proteina si
vitamine;

- bioingredientul martor pe baza de drojdie prezintd un miros si culoare placute si ar
putea fi folosit atat in panificatie, produse derivate de panificatie cat si in vinificatie si
cosmetica.

Se da in continuare un exemplu de obfinere a produsului pe baza de biomasa de
drojdie activa Candida sp. DBVPG37P de imbogatita in calciu.

Exemplu

Obtinerea de colonii izolate de drojdii Candida sp. DBVPG37P s-a realizat prin
aplicarea tehnicii dilutiilor succesive. Dilutii zecimale s-au realizat pe placi Petri cu mediu MP
agarizat (extract de malf, peptona de soia, agar-agar).

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49

RO 131852 B1

Identificarea drojdiei ca, Candida sp. s-a realizat prin tehnica secventierii ADN.
Domeniile D1/D2 ale ADNr 26S in doua cazuri regiunile a ADNr ITS1 siITS2, incluzand gena
ARNr 5.88S a tulpinii au fost secventiate si s-a obtinut depozitul DBVPG37P.

Candida sp., cu nr. de depozit DBVPG37P dupa identificare a fost utilizata pentru
obtinerea culturii stoc de intretinere.

Preinoculul (cultura statica) se prepara dintr-o cultura de intretinere a unei colonii de
Candida sp. DBVPG37P selectatda anterior prin cultivarea pe mediu YMSP-agar la
temperatura de 28-30°C, timp de 30-48 h.

Mediul YMSP ((g/l):

- extract de drojdie (yeastextract) .......... ... ... ... ... .. ... ... .... 5,0;
-extractdemalt ... ... e 20,0;
-zahar (SUCTOZA) . .. oot e e 20,0;
S AGAMNAGAN . . e 25,0-30,0;
-apadistilata ... ... 1000 ml.

S-au repartizat 5-7 ml de mediu steril agarizat pe tub inclinat. S-au obtinut tuburi
inclinate agarizate solide.

Fermentatia

Au fost insamnatate tuburile inclinate cu cultura de drojdie identificata Candida sp.
DBVPG37P si s-au dezvoltat pentru 30-48 h la 30°C. Prepararea inoculului de laborator la
shaker 140-240 rpm.

Preinoculul este apoi utilizat la prepararea inoculului lichid astfel: cultura Candida sp.
DBVPG37P dezvoltata un tub/2 tuburi inclinate a fost folosita la obtinerea inoculului 150 ml
mediu/flacon Erlenmayer 500 ml (pe baza de zaharoza/zahar 6-7 g%; extract de drojdie
0,5-0,7 g%; peptona 0,3-0,5 g%), care s-a incubat apoi la temperatura de 30°C timp de
15-22 h cu agitare (170-240 rpm). Intr-un fermentator 41 Vu (Vt = 61), mediu de cultura ce
contine g% (v/v): extract de drojdie 0,3-0,7, zahar initial (100-150 g/3,2 L), saruri de Mg** si
K"

Solutia de calciu lactat 9 g%-300 ml a fost adaugata in portii de cate 50 ml pe
parcursul procesului Tn 5-6 portii cu seringa de 50 ml ce a utilizat filtre sterile de dimensiuni
de 2,5 um.

Solutia de zaharoza a fost adaugata in portii mari (100 g dizolvate in 300 ml apa si
sterilizate la 105°C).

Reglarea pH-ului s-a facut cand s-a atins valoarea de 4,0, cu o solutie amoniacala
de 5%. Pe parcursul fermentatiei s-au urmarit parametrii tehnologici:

- durata de cultivare: 14-16 h;

- temperatura: 28-30°C;

- pH pe parcursul cultivarii: 4-5,5;

- rata de agitare: 200-550 rpm.

Separarea mediului fermentat

Cel mai simplu si rapid mod de a efectua separarea biomasei de drojdie de mediul
de fermentatie este centrifugarea, prin care se realizeaza separarea celulelor de drojdie de
mediul de cultura si de metabolitj.

O separare buna s-a realizat la 3000-4500 rpm timp de 10-15 min, utilizidnd o
centrifuga Sorvall (4 x 400 ml).

Spélarea biomasei

Pentru indepartarea mediului de cultura retinut intre celulele de drojdie, precum si a
sarurilor de Ca ramase neprocesate, este necesara spalarea de trei ori cu apa distilata a
biomasei separate. Spalarea se efectueaza prin agitare energica urmata de centrifugare si
descarcarea apei de spalare.
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Uscarea prin liofilizare

Uscarea drojdiilor s-a efectuat prin procesul de liofilizare. Acesta consta in doua
operatii: inghetarea probelor in etape succesive si sublimarea ghetii cu ajutorul vidului
fnaintat. Drojdiile au fost turnate in cutii Petri. Liofilizarea s-a facut timp de 48 h, in mai multe
etape.

Produsul conform invetiei, prezinta urmatoarele caracteristici:

S-a observat faptul ca, adaosul de calciu impreuna cu sursa de zahar, pe parcursul
fermentatiei, duce la captarea calciului 8200-18000 mg/kg in biomasa de drojdie activa
Candida sp. DBVPG37P;

Aspect: Pulbere de culoare bej deschis, cu miros placut de drojdie, cu miros siaroma
placuta, nu ranceda.

Afost testata in paralel si proba martor.

Proba Proteina Bacterii Drojdii Mucegaiuri Concentratia de DCW
g/100 Coliforme calciu asimilat in (9%)
biomasa
Biomasa 40-50 Sub 10 0,5x10° Sub 10 8200-18000 07-1 g%
activa de mg/kg
drojdie
Candida sp.
DBVPG37P
imbogéatita in
calciu

Pentru proba martor fara adaos de calciu a fost folosita aceiasi tulpina 9 Candida sp.
cu numar de depozit DBVPG37P.

Candida sp. DBVPG37P dupa identificare a fost utilizata pentru obtinerea culturii stoc
de intretinere.

Preinoculul (cultura statica) se prepara dintr-o cultura de intretinere a unei colonii de
Candida sp. DBVPG37P selectata anterior prin cultivarea pe mediu YMSP-agar la
temperatura de 28-30°C timp de 48 h.

Mediul YMSP ((g/l):

- extract de drojdie (yeastextract) ............... ... ... ... ... ... .... 5,0;
-extractdemalf .......... .. . ... 20,0;
-Zahar (SUCIOZA) . . . . . oo 20,0;
S AGAMNAGAN . . e 25,0-30,0;
-apadistilata ... ... 1000 ml.

S-au repartizat 5-7 ml de mediu steril agarizat pe tub inclinat. S-au obtinut tuburi
inclinate agarizate solide. Au fost insaméantate tuburile inclinate cu cultura de drojdie identifi-
cata Candida sp. DBVPG37P si s-au dezvoltat pentru48 h1a 30°C. (RO A/00709/06/10/2016
cu titlul "Produs pe baza de biomasa de drojdii, imbogatita in calciu si fier si procedeu de
obtinere"). Prepararea inoculului lichid de laborator la shaker 140-240 rpm - generatia 1:
Preinoculul este apoi utilizat la prepararea inoculului lichid astfel: cultura Candida sp.
DBVPG37P dezvoltata un tub/2 tuburi inclinate a fost folosita la obtinerea inoculului 150 ml
mediu/flacon Erlenmayer 500 ml (pe baza de zaharoza/zahar 6-7 g%; extract de drojdie 0,5-
07 g%; peptona 0,3-0,5 g%), care s-a incubat apoi la temperatura de 30°C timp de 15-22 h
cu agitare (170-240 rpm ).

11

13

15

17

19

21

23

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



RO 131852 B1

Bioproces fermentativ pentru obtinerea de biomaséa de drojdie martor

Intr-un fermentator 41 Vu (Vt = 6l), mediu de culturd ce contine g% (v/v): extract de
drojdie 0,3-0,7, zahar initial (100-150 g/3,2 L), saruri de Mg** si K*.

Se adauga solutie amoniacala 5% si se pastreaza pH-ul in limita a 4,1-5,2. Solutia
de zaharoza/zahar se va adauga portii: 150 g dizolvata in 300 ml apa distilata sterilizata prin
autoclavare.

Pe parcursul fermentatiei s-au urmarit parametrii tehnologici:

- temperatura: 28-30°C;

- rata de agitare: 200-550 rpm.

Fermentatia probei martor dureaza intre 14 si 22 h. S-a obtinut o biomasa uscata prin
liofilizare de de drojdie activa de 1 g%.

Aspect: Pulbere de culoare bej deschis, cu miros placut de drodjie, o aroma placuta,
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nu ranceda.

Proba

Bacterii

Drojdii

Mucegaiuri

DCW (g %)

Biomasa de
drojdie Candida
sp. DBVPG37P
activa - martor

Sub 10

3,4x10°

Sub 10

07-1 9%
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui bioingredient pe baza de drojdie activa imbogatita in
calciu, caracterizat prin aceea ca:

- se prepara un preinocul, prin dezvoltare timp de 30-48 h, la o temperatura de 30°C,
a unei culturi de intrefinere a unei colonii de Candida sp. DBVPG37P selectata anterior prin
cultivarea pe mediu YMSP-agar, la o temperatura de 28-30°C, timp de 30-48 h;

- se prepara din preinocul un inocul lichid 1 si/sau 2, care se incubeaza pe mediu
YSP, la o temperatura de 30°C, agitare la 170-240 rpm, timp de 15-22 h si apoi se trece pe
mediu YPS;

- intr-un fermentator de 6 L Vt si 4 L Vu, se insaméanteaza cu inoculul lichid un mediu
de cultura care contine in g%(v/v):extract de drojdie 0,3-0,7, zahar initial 100-150 g/3,2 L,
saruri de Mg®* si K*, cu adaosul pe parcurs a solutjilor de lactat de calciu si zaharoza, cand
are loc fermentarea propriu-zisa la pH = 4,0 reglat cu o solutie amoniacala de 5%, agitare
la 200-550 rpm, temperatura de 28-30°C, timp de 14-16 h;

- se separa biomasa TImbogatita in calciu prin centrifugare la 3000-4500 rpm, intr-o
centrifuga Sorvall de 4 x 400 ml, timp de 10-15 min, apoi se spala de trei ori cu apa distilata,
prin agitare energica, pentru indepartarea sarurilor de Ca reziduale, urmata de centrifugare
si descarcarea apei de spalare, si se usuca prin liofilizare, timp de 48 h, in mai multe etape.

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, solutia de lactat de
calciu se adauga gradual, sub forma de solutie 9 g%, folosind o seringa cu filtre sterile in 5-6
portii de cate 50 ml pe parcursul procesului.

3. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, solutia de zaharoza
se adauga, cu o pompa peristaltica in portii mari de 100 g zaharoza dizolvata in 300 ml apa
distilata, prin agitare cu incalzire si apoi sterilizata la 105°C.

4. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, liofilizarea consta
in doua operatji: inghetarea probelor in etape succesive si sublimarea ghetii cu ajutorul
vidului Thaintat.

5. Bioingredient direct obtinut prin procedeul definit in revendicarile 1-4, caracterizat
prin aceea ca, prezinta un grad de asimilare a calciului Tn biomasa de drojdie de 8200-
18000 mg/kg si o concentratie celulara uscata de drojdie activa de 1 g%.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 510/2021
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