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Inventia se refera la prezentarea unui procedeu de obtinere a unui bioprodus de
drojdie cromiata, avand ca efect facilitarea efectului insulinei, prin cresterea sensibilitatii
tisulare periferice precum diabetul zaharat de tip | (noninsulino-dependent), a hipercolestero-
lemiei, obezitatii si a aterosclerozei.

in prezent sunt cunoscute metode de obtinere prin biosintezd de suplimente de
drojdie imbogatita in crom, “Chromium uptake by Saccharomyces cerevisiae and isolation
of glucose tolerance factor from yeast biomass”, Zetic V. G. si colab (2001) J. Biosci. 26 (2),
217-223, care se refera la fermentatia drojdiei Saccharomyces cerevisiae in conditii
semiaerobe si statice, cu adaugare de clorura cromica in mediu cu melasa. Adaugarea de
cantitati optime de CrCl; in mediu a crescut cinetica fermentatiei alcoolice, stimuland
cresterea drojdiei pe de o parte si producerea de alcool, precum si cantitatea de ioni de Cr**
incorporati in celulele de drojdie. in aceste conditii, acumularea ionilor de Cr** este realizata
in cursul fazei de crestere exponentiala, iar cantitatea imbogatita a ajuns la 30-45 pg/l, prin
formarea compusilor in care cromul este legat sub forma de chelat organic prin legaturi
coordinative, denumit factor GTF.

CN 1482236 prezinta un procedeu de preparare a drojdiei imbogétite cu crom prin
dizlocarea acidului nicotinic in apa, adaugare de glicina si acetat de crom, in timp ce se
incalzeste si se agita, se regleaza valoarea pH-ului pana ce lichidul isi modifica culoarea de
la verde la violet regal si reactia, timp de 1 h, cu mentinerea temperaturii $i agitarii; si
prepararea drojdiei imbogatite cu crom prin inocularea drojdiei de producere a vinului pentru
fermentarea lichidului, adaugand lichide organice cu controlul pH-ului la 4,5-6,0, pentru a
fermenta la 30-34°C, timp de 18-20 h, se separare prin centrifugare, se spala cu apa, se
usuca, se zdrobesc, se cern si se verifica. Drojdia imbogatira cu crom este folosita sub forma
unui agent de completare a continutului de crom la diferite tipuri de produse alimentare.

Dezavantajul suplimentarii mediilor de cultivare cu clorura cromica, in timpul fermen-
tatiei submerse, consta in obtinerea unui randament scazut de bioconversie a cromului in
produsul final, datorita toxicitatii.

Pentru aceasta, pentru a reduce impactul toxic al cromului asupra celulei de drojdie,
unii autori au incercat sa realizeze o adaptare la concentratii ridicate de clorura cromica,
urmata de suplimentarea acestuia in timpul cultivarii submerse in mediu, mentinand un nivel
optim, incorporarea fiind la un nivel netoxic celulei. Batic, M., Raspor, P., (1998) "Uptake and
bioaccumulation of Cr (Ill) in yeast Saccharomyces cerevisiae", Food Technol. Biotechnol.
36: 291-297. In acest document s-a stabilit influenta pH-ului mediului asupra absorbtiei
cromului.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a unui bioprodus de drojdie cromiata adaptata la concetratii de crom de 15.000 ppm.

Procedeul de obtinere a unui bioprodus din drojdie cromiata, conform inventiei,
inlaturd dezavantajele de mai sus, prin aceea ca acesta cuprinde:

a) adaptarea unei tulpini de Saccharomyces cerevisiae la concentratii de 15000 ppm
de clorura cromica, prin:

- realizarea unei dilutii 1:100 dintr-o culturd de Saccharomyces cerevisiae, in mediu
cu extract de malt, care se repartizeaza in tuburi care contin 500, 1.000, 3.000 si, respectiv,
5.000 ppm clorura cromica, se incubeaza la o temperatura de 28...30°C, timp de 36...48 h,
apoi se determina densitatea optica (D.O.) la A=590 nm si cultura care are DO cea mai mare
se disperseaza pe un mediu cu extract de malt, se incubeaza 2...7 zile, se selecteaza
coloniile cele mai dezvoltate, se insdmanteaza pe un mediu inclinat, se incubeaza la o
temperaturd de 28...30°C, timp de 48 h, realizdndu-se o culturd stoc “de intretinere”,
mentinuta la 4°C;
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- celulele astfel obtinute sunt puse in contact direct cu o solutie de clorura cromica
la o concentratie de 7.500...20.000 ppm, apoi sunt selectate celulele care au o rezistenta si
o viabilitate crescutd, pentru a forma o a doua cultura stoc “de intretinere”;

b) obtinerea inoculului, in care celulele dintr-o a doua cultura stoc ”de intretinere”,
obtinuta in etapa a) se insdmanteaza in tuburi cu mediu inclinat ce contine zaharoza, extract
de drojdie si peptona, care se incubeaza la o temperaturd de 28...30°C, timp de 48 h,
obtindndu-se un preinocul care se insamanteazd in mediu lichid, se incubeaza la o
temperatura de 28...30°C, cu agitare la 200...240 rpm, timp de 13...15 h, cand se obtine un
inocul ce contine 108...10° celule/ml, greutate celulard umeda >70 g/l, pH 3,7...4,0, culoare
bej si miros caracteristic;

¢) insamantarea inoculului obtinut in etapa b) in raport de 10...15%, pe un mediu de
fermentatie ce contine: glucoza 8...12%, extract de drojdie 0,1...0,5 %, clorurd cromica
0,1...0,12%, procentele fiind exprimate in volum, adaugata la momentul 0 h si la 13 h si
saruri minerale, alese dintre NH*, K*, Mg*, Zn** si Cu®, si incubarea la o temperatura de
28...30°C, pH 4,5...5,5 cu agitare continua la 200...240 rpm, timp de 16...19 h;

d) separarea bioprodusului prin centrifugare la 3000 rpm a biomasei obtinute in etapa
c), spalare o data cu EDTA 0,1 M si solutie tampon Na,HPQO, 0,01 M si de patru ori cu apa
distilatd, pentru a indeparta reziduurile metalice extracelulare neprocesate, iar crema de
drojdie care rezulta se pasteurizeaza, la o temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min,
apoi se usuca sub vid, rezultand bioprodusul de drojdie cromiata sub forma de pulbere de
culoare bej-maronie, umiditate 4,94...5,5%, cu urmatorul continut in substantd uscata:
reziduu sulfatat 5,56%, azot total 8,7...9,0%, azot amoniacal 1,83%, proteina brutd de
45...48%, crom total 150...215 ppm, crom anorganic ~20 ppm.

Prin aplicarea procedeului conform inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- utilizdnd adaptarea in trepte a microorganismului, celulele devin mult mai usor
accesibile clorurii cromice si determina implicit o viabilitate crescuta (4,3x10°...-1,5x10°
celule/ml);

- un randament de bioconversie ridicat al cromului anorganic, utilizand cultura
selectata la al doilea nivel de adaptare si prin aceasta o eficacitate ridicata a procesului;

- obtinerea unui bioprodus lipsit de toxicitate, evaluat prin teste farmacologice de
toxicitate acuta, efectuate pe soareci Swiss si gsobolani Wistar,

- procedeul tehnologic este mult mai eficient datoritd unei accesibilitati si a unei
incorporarii ridicate a cromului.

Modelul de viabilitate constd in elaborarea a doud niveluri de adaptare a
microorganismului, nivel direct ce consta in contactul solutiei de crom cu celulele parentale
de drojdie, fiind accesibile pana la un nivel de 5000 ppm. Acestea devin inactive din punct
de vedere biologic la un nivel de concentratie de peste 7500 ppm clorurd cromica,
necesitand un al doilea nivel de adaptare, in trepte. De aceea, procedeul utilizeaza cultura
de drojdie selectata anterior de la primul nivel de 5000 ppm, si o adapteaza treptat, prin
selectie, ajungandu-se la o concentratie de clorura cromica > 15.000 ppm, realizand selectia
celor mai robuste colonii, formarea culturii stoc ,de intretinere" si incorporarea cromului in
timpul procesului biotehnologic.

Procedeul conform inventiei constd in aceea ca se obtine o dilutie 1:100 dintr-o
cultura de Saccharomyces cerevisiae ICCF 349 in mediu cu extract de malt, se repartizeaza
cate 10 ml suspensie/tub ce contine 500/1000/3000/5000 ppm cloruré cromica (10 tuburi
pentru fiecare concentratie), se incubeaza la temperatura 28...30°C, timp de 36...48 h, se
determina apoi, densitatea optica (D.O) la spectrofotometru in A = 590 nm pentru fiecare
concentratie in parte, iar cultura cu D.O. cea mai mare se disperseaza in placi Petri pe mediu
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cu extract de malt, se incubeaza 2...7 zile, dupa care se selecteaza coloniile cele mai
dezvoltate si se insdméanteaza pe mediu inclinat, se incubeaza apoi la temperatura de
28...30°C, timp de 48 h, realizandu-se cultura stoc "de intretinere” (+4°C), pentru primul nivel
de adaptare, devenind practic inactive la 7500 ppm, necesitdnd un al doilea nivel de
adaptare, in trepte.

Celulele adaptate initial la concentratia maxima 5000 ppm din primul nivel sunt puse
in contact direct cu o solutie de clorura cromica la o concentratie mai mare, pornind cu 7500
ppm, ajungand la concentratii de peste 15.000 ppm, celulele devenind accesibile acestei
concentratii, avand o rezistenta si o viabilitate crescuta (4,3x10°...1,5x10° cel/ml), apoi sunt
selectate pentru a forma cultura stoc “de intretinere”, din care se prepara materialul biologic
de insamantare (preinocul si inocul).

Preinoculul (cultura statica) conform inventiei se obtine dintr-o cultura de intretinere
care se insdmanteaza in tuburi cu mediu inclinat ce contine zaharoza, extract de drojdie si
peptona si se incubeaza la temperatura de 28...30°C, timp de 48 h.

Cultura pura de preinocul dezvoltata in plaja se utilizeaza la prepararea inoculului
lichid.

Cultura preinocul (1...2 tuburi) se foloseste la insdmantarea a 100 ml mediu lichid,
care se incubeaza la temperatura de 28...30°C, timp de 13...15 h; cu agitare (200...240 rpm),
obtinandu-se inoculul (10%...10° cel/ml).

Cultura inocul purd, bine dezvoltata (greutate celulara umeda >70 g/l), pH 3,7...4,0,
culoare bej si miros caracteristic se foloseste la insaméantarea mediului de fermentatie.

In continuare, se prezintd un exemplu de realizare a procedeului de obtinere a
bioprodusului din drojdie cromiata.

Exemplu. Cultivarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae ICCF 349 in sistem submers,
adaptatd la concentratii mai mari de 15.000 ppm (4,3x10°...1,5x10° cel/ml).

Cultivarea in 100 ml mediu de fermentatie ce contine urmatoarele ingrediente:
glucoza 8...12% (s.r); extract de drojdie 01...0,5; saruri minerale (NH4*, K*, Mg®*, Zn** si
Cu?") in diferite proportii, adaos de 0,1...0,12 CrCl, * 6 H,O, agitare continua 200...240 rpm,
timp de 16...19 h, pH 4,5...5,0; insdméantat cu o cultura inocul 10...12%, culoare bej, miros
caracteristic, biomasa umeda 7,0 g % (v/v), ce este preparat dintr-o cultura preinocul (1...2
tuburi) dezvoltate pe mediu solid (10 ml) ce contine zaharoza, extract de drojdie si peptona,
cu care se insamanteaza 100 ml mediu de inocul, se incubeaza la temperatura de 28...30°C,
cu agitare (200...240 rpm), timp de 13...15 h si se incubeaza peste noapte la temperatura
28...30°C, cu agitare (200...240 rpm).

Cultivarea submersd s-a realizat la parametrii monitorizati on-line: agitarea
(200...240 rpm), temperatura (28...30°C), si off-line: determinarea continutului de zahar
reducator, determinarea greutatii umede, determinarea pH-ului si a cromului total.

La sfargitul procesului se efectueaza prelucrarea mediului de fermentatie conform
urmatoarelor faze:

1. Separarea mediului de cultura fermentat, rezultat in urma procesului prin centri-
fugare, utilizdnd o centrifuga Janetski-K70, la 3000 rpm, timp de 20 min.

2. Spalarea biomasei o daté cu 100 ml solutie EDTA 0,1 M, pH 7,8; o daté cu 100 ml
solutie de Na,HPO, 0,01 M si de patru ori cu 100 ml apa distilata, pentru indepartarea
reziduurilor metalice extracelulare neprocesate, rezultdnd dupa centrifugare (Ila 3000 rpm
timp de 20 min) crema de drojdie cu un continut redus de umiditate.

Pasteurizarea biomasei la temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min.

Uscarea biomasei in vacuum (pana la umiditate de aproximativ 5%), rezultand
bioprodusul de drojdie cromiata cu un continut de crom cuprins intre 145 si 215 ppm (crom
anorganic ~20 ppm), datoritd unui grad ridicat de adaptabilitate la clorurd cromica
(10.000...20.000 ppm), evaluat prin teste farmacologice, nu prezinta toxicitate la adminis-
trarea orald a unor doze de 7000 mg/kgc la soareci Swiss si 5000 mg/kgc la sobolani Wistar,
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ce pot fi considerate doze maxime administrabile, in conditiile experimentului. Doza de
5000 mg/kgc la sobolan reprezinta limita inferioara a spectrului de doze letale 50% pentru
substantele considerate practic netoxice, conform clasificarilor in vigoare (Scala claselor de
toxicitate Hodge si Sterner).

Bioprodusul de drojdie cromiatd s-a dovedit a fi lipsit de toxicitate prin testele
farmacologice elaborate si prezintd avantajul ca poate fi utilizat pentru testarea cromului
asupra rezistentei celulare la insulina.

Biopreparatul ,drojdie cromiatd", obtinut conform inventiei, prezintd urmatoarele
caracteristici:

- aspect: pulbere;

- culoare: bej-maronie;

- miros: caracteristic (nu ranced);

- umiditate (pierdere prin uscare): 4,94-5,5%;

- reziduu sulfatat: 5,56%;

- azot total, (s.u.): 8,7-9,0%;

- azot amoniacal, (s.u.): 1,83%;

- proteina brutd, (s.u.): 45- 48%;

- continut in crom total: 150-215 ppm;

- continut in crom anorganic: < 50 ppm.

Produsul obtinut prin procedeul conform inventiei poate fi utilizat ca atare sub forma
de bioprodus, ce are rolul de a facilita efectului insulinei, prin cresterea sensibilitatii tisulare
periferice la actiunea acesteia in boli precum diabetul zaharat de tip Il (noninsulino-
dependent).

Poate fi asociat cu:

- vanadiu, manifestand un efect sinergic in tratarea diabetul zaharat de tip II;

- miere, Cinnaminum verum fiind indicat Tn curele de slabire, ce manifesta efect
curativ;

- vitamina C, duce la cresterea absorbtiei cromului in organism;

- biopreparat de drojdie seleniata, rol antioxidant, previne formarea radicalilor liberi
provocati de excesul de minerale.

Drojdia cromiatd poate fi utilizatd in zootehnie, ca aditiv furajer sub forma de
bioprodus, pentru animale de ferma, porcine, cabaline, caprine, datoritd efectului sau
bioproductiv.

Metoda de adaptare poate fi aplicata si pentru obtinerea de bioproduse de drojdie
imbogatita in zinc, cupru, mangan.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unui bioprodus de drojdie cromiata, caracterizat prin aceea
ca acesta cuprinde:

a) adaptarea unei tulpini de Saccharomyces cerevisiae la concentratii de 15000 ppm
de clorura cromica, prin:

- realizarea unei dilutii 1:100 dintr-o culturd de Saccharomyces cerevisiae, in mediu
cu extract de malt, care se repartizeaza in tuburi care contin 500, 1.000, 3.000 si, respectiv,
5.000 ppm clorura cromica, se incubeaza la o temperatura de 28...30°C, timp de 36...48 h,
apoi se determina densitatea optica (D.O.) la A=590 nm si cultura care are DO cea mai mare
se disperseaza pe un mediu cu extract de malt, se incubeaza 2...7 zile, se selecteaza
coloniile cele mai dezvoltate, se insaméanteaza pe un mediu inclinat, se incubeaza, la o
temperaturéd de 28...30°C, timp de 48 h, realizandu-se o culturd stoc "de intretinere”,
mentinuta la 4°C;

- celulele astfel obtinute sunt puse in contact direct cu o solutie de clorura cromica
la o concentratie de 7.500...20.000 ppm, apoi sunt selectate celulele care au o rezistenta si
o viabilitate crescutd, pentru a forma o a doua cultura stoc “de intretinere”;

b) obtinerea inoculului, in care celulele dintr-o a doua cultura stoc ”de intretinere”,
obtinutain etapa a), se insamanteaza in tuburi cu mediu inclinat ce contine zaharoza, extract
de drojdie si peptond, care se incubeaza la o temperaturd de 28...30°C, timp de 48 h,
obtindndu-se un preinocul care se insamanteazd in mediu lichid, se incubeaza la o
temperatura de 28...30°C, cu agitare la 200...240 rpm, timp de 13...15 h, cand se obtine un
inocul ce contine 10°...10° celule/ml, greutate celulard umeda >70 g/l, pH 3,7...4,0, culoare
bej si miros caracteristic;

¢) insdméantarea inoculului obtinut in etapa b), in raport de 10...15%, pe un mediu de
fermentatie ce contine: glucoza 8...12%, extract de drojdie 0,1...0,5 %, clorurd cromica
0,1...0,12 %, procentele fiind exprimate in volum, addugata la momentul O h si la 13 h si
s&ruri minerale, alese dintre NH,*, K*, Mg**, Zn** si Cu®, si incubarea la o temperatura de
28...30°C, pH 4,5...5,5, cu agitare continua la 200...240 rpm, timp de 16...19 h;

d) separarea bioprodusului prin centrifugare la 3000 rpm a biomasei obtinute in etapa
c), spalare o data cu EDTA 0,1 M si solutie tampon Na,HPQO, 0,01 M si de patru ori cu apa
distilatd, pentru a indeparta reziduurile metalice extracelulare neprocesate, iar crema de
drojdie care rezulta se pasteurizeaza, la o temperatura de 75...80°C, timp de 45...50 min,
apoi se usuca sub vid, rezultdnd bioprodusul de drojdie cromiata sub forma de pulbere de
culoare bej-maronie, umiditate 4,94...5,5%, cu urmatorul continut in substantd uscata:
reziduu sulfatat 5,56%, azot total 8,7...9,0%, azot amoniacal 1,83%, proteina brutd de
45...48%, crom total 150...215 ppm, crom anorganic ~20 ppm.
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