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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
preparate de biomase de drojdii de bere uscate, si a
unor suspensii derivate de la acestea, utilizate ca surse
de hrana pentru animale. Procedeul conform inventiei
constd Tn prepararea culturii de intretinere preinocul
solid si inocul lichid a drojdiei S. pasteurianus NCYC
515, fiind folosit pentru insdméantarea mediului de
fermentatie, separarea mediului fermentat, purificarea
biomasei umede care se foloseste pentru uscare prin
liofilizare, sau pentru amestecare in faza umeda cu

drojdia uzata de bere, urmaté de uscare prin liofilizare,
eventual, se prepara in continuare suspensii care au in
formulare apa distilata, ca faza lichida, biomasa uscata
de drojdie de bere, ca faza solida, agar-agar, ca agent
de crestere a viscozitatii, si carboximetilceluloza sodica,
si un agent de umectare uzual.
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DESCRIEREA INVENTIEI
BIOMASE DE DROJDII DE BERE SI SUSPENSII DERIVATE DIN BIOMASE $1
PROCEDEE DE OBTINERE A ACESTORA

Inventia se refera la obtinerea de biomase de drojdii de bere ce valorifica drojdia
uzata de bere de la fabricile de bere si a unor suspensii derivate de la acestea, care pot fi
folosite datorita compozitiei bogate in proteina, vitamine, ca sursa de hrana in retetele
furajere ale animalelor.

In prezent este cunoscut brevetul CA19760267372 19761203 care se refera la
obtinerea de suplimente furajere pentru animale din drojdia uzata de bere. Prezenta inventie
se referd la noi suplimente pentru animale si la un nou procedeu de preparare a acestora.
(“Improvements in animal feeds”, JOHN D. Harvey R., C. Chalk). Prezenta inventie
“Procedeu de producere a unei alimentdri continue de celule de drojdie de bere pentru
promovarea rapida si activd a fermentatiei” se referd la un supliment pentru hrana animalelor
derivate din drojdia de bere uzata, obfinutd in general ca produs secundar din procesele de
fabricare a berii. Noul supliment de hrand asigurd un mijloc util si economic de utilizare a
subprodusului de bere mentionat in forma sa lichida. Inventiile biotehnologice sunt inventiile
care se refera la un produs care consta din sau care contine un material biologic ori care se
refera la un procedeu prin care este obtinut, prelucrat sau utilizat materialul biologic.

Studii recente au demonstrat ca drojdia uzata de bere ocupa o pozitie semnificativa si
in nutritia umand datoritd avantajelor sale nutritionale ridicate. (Clare Kerby, 2017, An
Overview of the Utilisation of Brewery By-Products as Generated by British Craft
Breweries). Conform celor mai recente date furnizate drojdia uzata de bere (BSY) are o
actiune asupra dezvoltirii bune a copiilor si a potentialului de imbunititire a sdnatitii prin
continutul sdu de beta-glucani (Zhu et al., 2010, Zechner-Krpan et al., 2010) al., 2016;
Liepins si colab., 2015; Sadovoy si colab., 2017; Natakankitkul si colab., 2016). BSY
reprezintd cel de-al doilea produs secundar al fabricarii berii (Suruceanu et al., 2013; Kerby si
Vriesekoop, 2017). Cu toate acestea, cea mai mare parte a BSY produsd de companiile in
Europa (aproximativ 125 000 tone/an) se vinde sub forma sa umeda, furajele ieftine pentru
agricultori - numai 10% sunt prelucrate prin uscare instalatiilor din cauza costurilor implicate.
Este cunoscut LIFE YEAST (LIFE16 ENV/ES/000158), proiect care si-a propus si dezvolte

-o-metodologie noud pentru a procesa (hidroliza) BSY in elemente constitutive valoroase care
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industriale. Acestea sunt: extractul de drojdie (CYE), peretele celular de drojdie (YCW),
drojdia partial autolizatd (PAY) si peptide bioactive.
Inventia prezinta avantaj intrucdt drojdia uzata de la fabricile de bere este un subprodus
deoarece fi valorificat pentru obtinerea de produse noi cu valoare nutritionala ridicata si nu
reprezinta un deseu care ar putea duce la poluarea mediului inconjurator. Elimina
dezavantajul de a fi colectata ca deseu care ar duce la costuri suplimentare ale produsului.
Inventia se referd la un grup unitar de produse si de procedee noi, prin care sd se obtind
produse noi cu aplicabilitate in hrana animalelor.
Problema tehnica pe care o rezolva problema consta in urmarirea urméitoarelor etape:
-Obtinerea de biomase de drojdii de bere activa—ca materie prima prin valorificarea drojdiei
uzate de bere.
-Obtinerea de suspensii derivate din biomasele de drojdii de bere care utilizeaza produsul
obtinut prin cultivarea drojdiei Saccharomyces pasteurianus NCYC 515, din probele de
drojdii uzate uscate de la fabrica si de suspensii derivate din preparatele obtinute prin
amestecul lichid in diferite rapoarte dintre drojdie de bere Saccharomyces pasteurianus
NCYC 515 cu drojdia uzata de bere. Colectia Nationald de Culturi de Drojdie (NCYC) este
cea mai mare colectie din Marea Britanie a culturilor de drojdii, detine peste 4000 tulpini
colectate de peste 70 de ani.
Procedeul de obtinere consta in parcurgerea urmatoarelor etape:
I.Obtinerea de biomasa de drojdii de Saccharomyces pasteurianus NCYC 515 atat sub
forma umeda cat si uscata activa
» Obtinerea materialului biologic - Saccharomyces pasteurianus NYC 515 care poate fi
utilizata pentru obtinerea de biomasa de drojdii active;
> Obtinerea culturii liofilizat Saccharomyces pasteurianus NYC 515 —a fost selectata
acesta tulpina de la Colectia de Microorganisme NCYC - apartine International
Depositary Authority;
> Obtinerea culturii pure in placi Petri obtinute din cultura liofilizata Saccharomyces
pasteurianus NYC 515 — fiola cu cultura liofilizata se deschide in conditii aseptice si
peste ea se adauga mediu 0.5 ml YM (extract de malt, extract de drojdie) lichid. Se
resuspenda ugor cultura uscatd si se transferd intr-o eprubeta care contine aproximativ
10 ml din acelasi mediu YM (extract de malt, extract de drojdie). Cresterea culturii de
drojdie este, de obicei, stimulatd prin aerare si poate fi obtinutd prin agitare. Se

introduce eprubeta cu cultura suspendata si oduce intr-un balon Erlenmayer.
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Acesta se lasa la incubat prin agitare la shaker prin balansare la 25°C la max 50-70
rpm;

» Din suspensia lichida dezvoltata in eprubeta se realizeaza dilutii zecimale in placi
Petri cu mediu YPG/YM agarizat si se lasa 5-7 zile la incubat la 30°C pentru obtinerea
de colonii pure de drojdie. Dupa 5 zile drojdiile dezvoltate se analizeaza din punct de
vedere microscopic si macroscopic;

» Obtinerea culturii de intretinere obtinuta din culturi pure de Saccharomyces
pasteurianus NYC 515. Se selecteaza din coloniile pure, se insamanteaza coloniile in
tuburi cu mediu inclinat pe baza de YPG agarizat (extract de drojdie, peptona,
glucoza, agar-agar), si se incubeaza la 28-30°C pentru 40-48 h;

» Obtinerea preinocului de laborator: din cultura stoc de intretinere se insamanteaza
cultura preinocul pe mediu inclinat pe baza de (extract de drojdie, peptona, zaharoza,
agar agar) si se incubeaza la 28-30°C pentru 40-48 h;

» Cultura inocul lichid se prepara din %2 tuburi de cultura preinocul, prin insamantarea a
100-150 ml mediu lichid pe baza de zaharoza/zahar alimentar, peptona si extract de
drojdie, ce contine 10’-10°celule/ml, cu subtanta uscata de aprox 2g, si care se
prezinta de culoare galbuie;

» Fermentatia propriu zisa se realizeaza prin insamantarea in raport de 10-15 % (v/v)
inocul lichid a mediului de fermentatie pe baza de zaharoza/zahar alimentar care se
adauga la 0 ore de cultivare si apoi pe parcurs in 2-4 portii dizolvate si sterilizate in
prealabil, saruri de K*, NH,*, Mg?*, la care se mentine constant pH-ul dorit (4.5; 5.1)
cu o solutie amoniacala 5% care este ajustat permanent automat cu o pompa
peristaltica legata la bioreactor, temperatura de 28-30°C, debit de aer si agitare
variabil3;

» Prelucrarea mediului fermentat se realizeaza prin centrifugare 3500-4500 rpm timp
de 10 minute, purificari succesive cu apa distilata sterila urmata de centrifugari,
pentru eliminarea reziduurilor obtinandu-se o crema de drojdie umeda cu aspect crem
deschis. O parte inainte de ametecul in faza lichida se poate usca prin liofilizare.

» Procesul de liofilizare a fost optimizat la 40 de ore, astfel: probele au fost initial
inghetate la 0°C timp de 10 ore, apoi continui inca 8 ore cu liofilizarea la presiunea de
0,1 mbar si temperatura de 0°C. Pe parcursul liofilizirii temperatura se maireste

treptat, ajungand la +10°C in 8 ore, la +20°C in 8 ore si la +30°C in 2 ore. Etapa finald

a durat 4 ore, pastrandu-se aceeasi presiune de 0.011 mbar, iar temperatura finald a
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I1.Obtinerea biomaselor de de drojdii de bere care valorifica drojdia uzata de la fabrica de
bere, prin amestec in faza lichida. Se amesteca in diferite rapoarte crema de drojdie umeda de
Saccharomyces pasteurianus NCYC 515 cu biomasa umeda de drojdie uzata de la fabrica de
bere si se supune uscarii prin liofilizare.

III.Obtinerea de suspensii derivate din preparatele pe baza de drojdie de bere care

utilizeaza produsul obtinut prin cultivarea drojdiei Saccharomyces pasteurianus NCYC 515,

din probele de drojdii uzate de bere uscate de la fabrica si de suspensii derivate din

preparatele obtinute prin amestecul in diferite rapoarte dintre drojdie de bere Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 cu drojdia uzata de bere.

Suspensiile au in formulare apa distilatd ca fazi lichida, iar ca fazi solidd biomasa uscatd de

drojdie de bere. Ca agenti de crestere ai véscozititii s-au folosit agar-agar si

carboximetilcelulozi sodicd (CMCNa), iar ca agent de umectare tween 20.

v' Agar-agar este agent de crestere a vascozititii, cunoscut gi sub denumirea de ,,gelatina
vegetald”. Se utilizeazi in procente de pand la 10% la prepararea suspensiilor de uz
oral, ca agent de ingrosare in patiserie si in domeniul microbiologiei ca mediu de
culturd pentru microorganisme.

v" CMCNa (carboximetilceluloza sodica) este sarea de sodiu a policarboximetileterului
celulozei. Solubilitatea CMCNa in apd este bund, fiind larg folositd ca agent de
crestere a vascozititii §i agent antiaglomerant in numeroase formuldri de tip sistem
dispers. Ca efect terapeutic este utilizat in special pentru actiunea antiacid.

v" Tween 20 este surfactant ne-ionic, din clasa polisorbatilor. Prezintd numeroase
aplicatii, fiind considerat netoxic si neiritant. in concentratii mici (0,1-0,5%) este
folosit cu succes ca emulgator, agent de dispersare in formuléri farmaceutice, in
prepararea unor alimente si in industria produselor cosmetice.

» Suspensia este alcituitd din urmitoarele componente, exprimate in procente
gravimetrice raportate la 100 mL de suspensie: a) 4 g biomas# uscati de drojdie de bere
umectatd cu b) 0,4 g tween 20; ¢) 0,2 g carboximetilcelulozi sodicd ce se adaugid sub
forma de solutie vascoasd 1% in api distilati, solutie preparati in prealabil; d) 1,0 g agar-
agar ce se adaugd sub formd de solutie vascoasd 5% in apa distilatd, solutie preparati in
prealabil; e) apd distilatd addugatd sub continu3 agitare pani la obtinerea a 100 mL de
suspensie.

> Procedeul de obtinere al suspensiilor constd in aceea ci: (1) se prepard in prealabil o
solutie vascoasd de carboximetilceluloza sodicd 1% astfel: carboximetilceluloza sodica

a astfel imbibati se
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disperseazi in restul de apd distilatd sub continu3 agitare pan3 la obtinerea unei solutii
vascoase, omogene, de concentratie 1%; (2) se prepari in prealabil o solufie vascoasi de
agar-agar 5% astfel: agar-agar se dizolva in apa distilatd usor incilzitd, sub continui
agitare, pand la obtinerea unei solutii vascoase, omogene, de concentratie 5%; (3) 4 g de
biomasa uscatd de drojdie de bere, omogenizati in prealabil prin triturare, se umecteazi
cu 0,4 g tween 20 si (4) se adaugi carboximetilcelulozi sodica in concentratie de 0,2% ce
se amestecd sub forma de solutie viscoasi de carboximetilcelulozi sodicd 1% anterior
preparatd; (5) dupd omogenizare, se adaugd agar-agar in concentratiec de 1% ce se
amestecd sub forma de solufie vascoasd 5% anterior preparatd; (6) intregul amestec este
apoi omogenizat, addugand sub continui agitare restul de ap distilatd pana la obfinerea a
100 mL de suspensie.

Prin aplicarea procedeului se obtin urmatoarele avantaje:

- Obtinerea unor biomase de drojdii de bere printr-un procedeu fermentativ simplu - Daca

fabrica de bere nu functioneaza, drojdie uzata nu se mai produce, este necesara producerea

separata a drojdiei de bere la fermentator.

- Pot fi utilizate si alte tulpini de drojdie de bere

-Posibilitatea de a obtine un nou preparat de drojdie care valorifica drojdie de bere uzata

-Valorificarea superioarad a drojdiei de bere ca subprodus rezultat din procesul tehnologic de

fabricare a berii;

- Se poate aplica si procedeul de uscare in pat fluidizat;

Se prezinta in continuare 2 exemple de realizare a inventiei:

Exemplu 1

Au fost obtinute colonii de drojdii pure din cultura liofilizat achizitionata de la NCYC - S.
pasteurianus NCYC 515. Coloniile izolate au servit formarii de culturi stoc de intretinere si
apoi au fost utilizate pentru obtinerea de cultura preinocul pentru obtinerea inocului lichid.
Cultura de intretinere — reprezinta cultura de drojdie — S. pasteurianus NCYC 515.

-Mediu de culturd pentru intretinerea tulpinilor de drojdie luate in lucru si prepararea
preinoculului a constat in: zaharoza, extract de drojdie, extract de malt si peptona, agar-agar.
Cultura de intretinere se obtine din insamantarea mediului (extract de malt 2% si peptona
0.3%, glucoza, agar 2.5-3 %) in placi cu 1 ml de cultura S. pasteurianus NCYC 515. Se
selecteaza coloniile si se formeaza cultura stoc de intretinere. Din cultura de intretinere se

formeaza cultura preinocul. Culturile de intretinere si preinocul ale tulpinii de drojdie s-au
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-Culturile inocul lichid s-au obfinut in flacoane Erlenmayer de 500 ml cu cite 100 ml mediu,
incubate la temperatura 28-30°C, pe agitator rotativ 140-170 rpm, timp de 20 ore (peste
noapte) insamantate in raport de 1-2 tuburi/flacon cultura preinocul dezvoltata anterior.

-Prepararea inoculului

Inocul lichid pe baza de cultura de drojdie de Saccharomyces pasteurianus NCYC 515
Mediu de cultura pentru dezvoltare inocul
Extract de drojdie 0,5g%
Zaharoza 7g%
Peptona 0,5g%
Apa distilata 100 ml

Ingredientele se dizolva in apa distilata si se sterilizeaza dupa un procedeu cunoscut.

- Fermentatia propriu zisa se realizeaza prin insamantarea in raport de 10-15 % (v/v) inocul
lichid a mediului de fermentatie pe baza de zaharoza/zahar alimentar care se adauga la 0 ore
de cultivare si apoi pe parcurs in 2-4 portii dizolvate si sterilizate in prealabil, saruri de
K*,NH,", Mg®*, la care se mentine constant pH-ul dorit (5.1) cu o solutie amoniacala 5% care
este ajustat permanent automat cu o pompa peristaltica legata la bioreactor, temperatura de

30°C, debit de aer si agitare variabila.

Mediu fermentatie g%
Extract de drojdie 0,6
KCl 0,05
NH4H2PO, 0,1
Zaharoza/zahar alimentar 6
MgSO, x 7 H,0 0,05
Monitorizarea on-line si of line a parametrilor tehnologici
Durata de cultivare
(h) pH SU OBSERVATII
0 5,17 9 s-a luat proba aseptic
4 5,1 8 s-a luat proba aseptic
8 5,1 5-5,5 s-a luat proba aseptic
12 5,1 2,5 Adaos 1PM zaharoza (100g)
16 5,1 3 Adaos 1PM zaharoza (100g)
20 5,1 3 s-a luat proba aseptic
21 5,1 2-2,5 s-a luat proba finala aseptic stop




7
a 2018 00714 24/09/2018 :

Prelucrare postfermentativa:

Separarea mediului fermentat: Cel mai simplu si rapid mod de a efectua separarea
biomasei de drojdie de mediul de fermentatie este aplicarea centrifugdrii, prin care se
realizeaza separarea celulelor de drojdie de mediul de culturd si de metaboliti.O separare
buna s-a realizat la 3500 - 4500 rpm timp de 10minute, utilizand o centrifuga Sorvall.
Spilarea biomasei :Pentru indepartarea mediului de culturd retinut intre celulele de drojdie
este necesard spidlarea de doua- trei ori cu apd distilatd a biomasei separate. Spilarea se
efectueaza prin agitare energicd urmatd de centrifugare si descarcarea apei de spilare. S-a
obtinut 54 g/l biomasa umeda.

Obtinerea amestecului de crema de biomasa de drodjie Saccharomyces pasteurianus NCYC
515 cu drojdia uzata de bere. O parte din drojdie a fost supusa uscarii iar alta parte a fost

supusa amestecului cu drojdia de bere uzata in diferite rapoarte conform tabelului de mai jos:

Amestecuri
Rata de amestec biomasa umeda de
drojdii de Saccharomyces
Denumire pasteurianus NCYC 515 cu drojdie
Probe uzata de bere
| 0 1 2
amestec 1 Al.2 (M2+M4) 1:1 (M2:M4)
amestec 2 A2.2 (M2+M4) 1:2 (M2:M4)
amestec 3 A3.2 (M2+M4) 1:3 (M2:M4)
Biomasa de drojdie
Saccharomyces pasteurianus M2
NCYC 515
proba martor 5.1pH; 30°C (umeda)
proba martor Drojdie bere uzata (umeda) M4

Uscare prin liofilizare atat a probelor martor cat si a amestecurilor s-a efectuat dupa
urmatorul program: Procesul de liofilizare a fost optimizat la 40 de ore, astfel: probele au
fost initial inghetate la 0°C timp de 10 ore, apoi continui inca 8 ore cu liofilizarea la
presiunea de 0,1 mbar si temperatura de 0°C. Pe parcursul liofilizarii temperatura se mareste

treptat, ajungand la +10°C in 8 ore, la +20°C in 8 ore si la +30°C in 2 ore. Etapa finala a durat

4 ore, pastrandu-se aceeasi presiune de 0.011 mbar, iar temperatura finald a rafturilor a ajuns
la 35°C.
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martor de drojdie de bere, prezinta urmatoarele caracteristici:
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Proba nr. | Azot, % | Proteina, | Umiditate, Proteina, Viabilitate,
% % % s.u. ufc/g

M2 7.04 44.03 10.58 49.24 1,7x 10
M4 7.55 47.21 11.86 53.56 4,2 x 10°
Proba nr. Proteina Umiditate Proteina, % s.u.

Al.2 46.43 8.89 50.96

A2.2 46.65 11.25 52.56

A3.2 47.05 11.34 53.07

M2 44,03 10.58 49.24

M4 47.21 11.86 53.56

Biomasele uscate de drojdie de bere obtinute prin liofilizare au fost caracterizate din
punct de vedere al capacitifii de umectare cuantificatid prin valoarea unghiului de contact.
Metoda de determinare a unghiului de contact se bazeazi pe utilizarea rutinei ,,contact angle
method” la un aparat de determindri fizico-chimice tip CAM 101 (KSV Scientific
Instruments). Biomasa uscati de drojdie de bere triturata in prealabil, a fost etalatd pe o lama
de microscop, pe care anterior s-a aplicat o bandd dublu adezivi, pentru a permite obtinerea
unui strat uniform, compact si subtire de pulbere. Mediul de dispersie utilizat a fost apa
distilatd. Determindrile au fost efectuate la temperatura camerei. S-a utilizat seringa Hamilton
1000pl cu acul C209-22 (Biolin Scientific). Dupa dispensarea piciturii de apa distilatd din
sering3 pe suprafata biomasei uscate de drojdie de bere, forma picaturii a fost monitorizati cu
o camerd digitald conectatd la aparatul CAM 101 (KSV Instruments Ltd., Finlanda),
inregistrandu-se unghiul de contact. Pentru evaluarea unghiului de contact (unghiul format de
tangenta la suprafata lichid/gaz si suprafata liberd a solidului, in punctul de intersectie al celor
trei faze) s-a aplicat ecuatia Young care descrie din punct de vedere matematic forma
picaturii. Unghiul de contact se exprima in grade.

In Figura 1 sunt prezentate imagini ale formei piciturii obtinute la determinarea
unghiului de contact pentru biomasele uscate de drojdie de bere codate A1.2, A2.2, A3.2, M2
si M4.

Biomasele uscate de drojdie de bere codate Al.2, A2.2, A3.2, M2 si M4 prezinta

caracter hidrofil, valorile obtinute pentru unghiul de contact fiind mai mici decat 90°.

Caracterul cel mai hidrofil este inregistrat pentru biomasa de drojdie de bere codata M2. Se

observd ca adaosul de drojdie de bere de la fabricd (M4) la drojdia de bere M2, in diferite

J0
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implicit a caracterului hidrofob, comparativ cu valoarea unghiului de contact inregistrati la
drojdia M2.

-Obtinerea de suspensii derivate din preparatele pe baza de drojdie de bere care utilizeaza
produsul obtinut prin cultivarea drojdiei Saccharomyces pasteurianus NCYC 515, din
probele de drojdii uzate uscate pe valturi de la fabrica si de suspensii derivate din preparatele
obtinute prin amestecul in diferite rapoarte dintre drojdie de bere Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 cu drojdia uzata de bere.

Au fost preparate suspensii care au in formulare apé distilatd ca faza lichida, iar ca
fazi solida biomasa uscati de drojdie de bere. Ca agenti de crestere ai vascozitatii s-au folosit
agar-agar si carboximetilceluloza sodicd (CMCNa), iar ca agent de umectare tween 20.

Exemplul 1.1

In aceasta inventie suspensia este constituitdi din urmitoarele componente,
exprimate in procente gravimetrice raportate la 100 mL de suspensie: a) 4 g biomasd uscati
de drojdii de bere, codati Al.2, umectatd cu b) 0,4 g tween 20; ¢) 0,2 g carboximetilceluloza
sodica ce se adaugd sub forma de solutie vascoasd 1% in api distilatd, solutie preparati in
prealabil; d) 1,0 g agar-agar ce se adaugd sub forma de solutie vascoasd 5% in apa distilata,
solutie preparatd in prealabil; e) api distilatd adiugatad sub continu3 agitare pana la obtinerea
a 100 mL de suspensie.

Procedeul de obtinere al suspensiei conform inventiei constd in aceea ca: (1) se
prepard in prealabil o solutie viscoasd de carboximetilcelulozd sodicd 1% astfel:
carboximetilceluloza sodicd se lasd la imbibat in 10mL de apa distilatd, timp de 24 ore;
CMCNa astfel imbibatd se disperseaza in restul de apé distilatd sub continua agitare pana la
obtinerea unei solutii vdscoase, omogene, de concentratie 1%; (2) se prepard in prealabil o
solutie vascoasd de agar-agar 5% astfel: agar-agar se dizolva in api distilatd usor incilzits,
sub continud agitare, pand la obtinerea unei solutii viscoase, omogene, de concentratie 5%;
(3) 4 g de biomasé uscati de drojdii de bere, codatd A1.2, cu un raport de amestecare 1:1
:intre biomasa umeda de drojdie de bere S. pasteurianus NCYC 515 (5.1; 30°C) (M2) si
drojdia de bere de la fabrica (M4), omogenizati in prealabil prin triturare, se umecteazi cu
0,4 g tween 20 si (4) se adaugd carboximetilcelulozd sodicd in concentratie de 0,2% ce se
amestecd sub form3 de solutie vascoasd de carboximetilcelulozd sodicd 1% anterior
preparatd; (S) dupd omogenizare, se adaugs agar-agar in concentratie de 1% ce se amestecd
sub formd de solutie vascoasd 5% anterior preparatd; (6) intregul amestec este apoi
omogenizat, adiugand sub continui agitare restul de apa distilata pana la obtinerea a 100 mL

.~-desuspensie.
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Exemplul 1.2
Suspensia a fost obtinutd prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptand faptul cd biomasa
uscatd de drojdie de bere, codatd A 2.2 biomasa uscata de drojdie S. pasteurianus NCYC
515 (5.1; 30°C) si drojdia uzata de bere are un raport de amestecare 1:2 :intre drojdia de
bere obfinutd S. pasteurianus NCYC 515 (5.1; 30°C) (M2) si drojdia de bere de la fabrica
M4).

Exemplul 1.3
Suspensia a fost obtinut prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptdnd faptul cd biomasa
uscatdl de drojdie de bere, codatid A 3.2 biomasele uscata de drojdie S. pasteurianus NCYC
515 (5.1; 30°C) si drojdia uzata de bere are un raport de amestecare 1:3 intre drojdia de
bere obtinutd S. pasteurianus NCYC 515 (5.1; 30°C) (M2) si drojdia de bere de la fabrica
(M4).

Exemplul 1.4
Suspensia a fost obfinutd prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptind faptul cd biomasa
uscatd de drojdie de bere, codatid M2 este drojdia de bere obtinutd S. pasteurianus NCYC
515(5.1; 30°C) ..

Exemplul 1.5

Suspensia a fost obfinut prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptind faptul cd biomasa
uscatd de drojdie de bere, codatd M4 este drojdia de bere uzati obtinuti la fabrica de bere (S.
cerevisiae).

La 24 ore de la preparare, suspensiile conform inventiei (Exemplele 1.1-1.5) au
prezentat sediment si supernatant usor decelabile. Sedimentul se redisperseazé usor. Dupa 48
ore, se observd un inceput de tasare a sedimentului, volumul de sedimentare scizand. La 5
zile de la momentul prepardrii, redispersarea se produce mai usor decdt in cazul
determindrilor efectuate la 48 ore de la preparare. Astfel, gradul de redispersabilitate este
cuprins intre 90-95% la 24 de ore de la preparare, intre 90-95% la 48 de ore de la preparare,
respectiv 95% pentru toate suspensiile la 5 zile de la preparare. Gradul de floculare este
cuprins intre 1,00 si 1,44 la 24 ore de la preparare, respectiv intre 0,90 si 1,14 la 48 ore de la
preparare.

Exemplu 2

Au fost obtinute colonii de drojdii pure din cultura liofilizat achizitionata de la NCYC - S.
pasteurianus NCYC 515. Coloniile izolate au servit formarii de culturi stoc de intretinere si
apoi au fost utilizate pentru obtinerea de cultura preinocul pentru obtinerea inocului lichid.

Cultura ge intretinere — reprezin
.,

P

ura de drojdie — S. pasteurianus NCYC 515.

e N
AN R
LS A LS St
7

=\ it
PN o s NS
G




22018 00714 24/09/2018 47)'

-Mediu de culturd pentru intretinerea tulpinilor de drojdie luate in lucru si prepararea
preinoculului a constat in: zaharoza, extract de drojdie, extract de malf si peptond, agar-agar.
Cultura de intretinere se obtine din insamantarea mediului (extract de malt 2 % si peptona
0.3%, glucoza, agar 2.5-3 %) in placi cu 1 ml de cultura S. pasteurianus NCYC 515. Se
selecteaza coloniile si se formeaza cultura stoc de intretinere. Din cultura de intretinere se
formeaza cultura preinocul. Culturile de intrefinere si preinocul ale tulpinii de drojdie s-au
obtinut in tuburi cu cate 10 ml mediu inclinat incubate la 30°C timp de 48 ore.

-Culturile inocul lichid s-au obtinut in flacoane Erlenmayer de 500 ml cu cate 100 ml mediu,
incubate la temperatura 28-30°C, pe agitator rotativ 140-170 rpm, timp de 20 ore (peste
noapte) insamantate in raport de 1-2 tuburi/flacon cultura preinocul dezvoltata anterior.

Mediu inocul

Inocul lichid pe baza de cultura de Saccharomyces pasteurianus NCYC 515
Mediu de cultura pentru dezvoltarea inoculului
Extract de drojdie 0,5g%
Zaharoza 78%
Peptona 0,5¢%
Apa distilata 100 ml

Ingredientele se dizolva in apa distilata si se sterilizeaza dupa un procedeu cunoscut.

- Fermentatia propriu zisa se realizeaza prin insamantarea in raport de 10-15 % (v/v) inocul
lichid a mediului de fermentatie pe baza de zaharoza/zahar alimentar care se adauga la 0 ore
de cultivare si apoi pe parcurs in 2-4 portii dizolvate si sterilizate in prealabil, saruri de
K*,NH,", Mg*", la care se mentine constant pH-ul dorit (4.5) cu o solutie amoniacala 5 %
care este ajustat permanent automat cu o pompa peristaltica legata la bioreactor, temperatura

de 28°C, debit de aer si agitare variabil.

Mediu fermentatie g%
Extract de drojdie 0,7
KCl 0,05
NH4H,PO, 0,1
Zaharoza/zahar alimentar 6
MgSO4 x 7 Hzo 0,05

Monitorizarea on-line si of line a parametrilor tehnologici

Durata de cultivare (h) | pH s.u Observatii
0 4,5 8,5-9 s-a luat proba aseptic
4 4,5 8 s-a luat proba aseptic
8 45| 6,3-6,5 s-a luat proba aseptic
12 45| 2,5-2,7 s-a luat proba aseptic

13 4,5 2,5 Adaos 1PM zaharoza (100g)
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16 4,5 2,7-3 s-a luat proba aseptic
18 4,5 3,5 Adaos 1PM zaharoza (100g )
22 4,5 4 Stop s-a luat proba aseptic

Prelucrare postfermentativa:

Separarea mediului fermentat: Cel mai simplu si rapid mod de a efectua separarea
biomasei de drojdie de mediul de fermentatie este aplicarea centrifugirii, prin care se
realizeaza separarea celulelor de drojdie de mediul de culturd si de metaboliti.O separare
buna s-a realizat la 3500 - 4500 rpm timp de 10minute, utilizand o centrifuga Sorvall.
Spilarea biomasei :Pentru indepértarea mediului de cultura reginut intre celulele de drojdie
este necesard spilarea de doua- trei ori cu apa distilatd a biomasei separate. Spalarea se
efectueazi prin agitare energicd urmatd de centrifugare si descircarea apei de spilare. S-a
obtinut 44 g/l biomasa umeda.

Obtinerea amestecului de crema de biomasa de drojdie Saccharomyces pasteurianus NCYC
515 cu drojdia uzata de bere. O parte din drojdie a fost supusa uscarii iar alta parte a fost

supusa amestecului cu drojdia de bere uzata in diferite rapoarte conform tabelului de mai jos:

Proba de biomasa Saccharomyces | Rata de amestec biomasa umeda de
pasteurianus NCYC 515 drojdii de Saccharomyces
4.5pH; 28°C pasteurianus NCYC 515 cu drojdie
Probe uzata de bere
0 1 2
amestec 1 Al.l M1+M4) 1:1 (M1:M4)
amestec 2 A2.1 (M1+M4) 1:2 (M1:M4)
proba martor | drojdie martor de Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 Ml
proba martor Drojdie bere uzata M4

Procesul de liofilizare a fost optimizat la 40 de ore, astfel: probele au fost initial inghetate la
0°C timp de 10 ore, apoi continua inca 8 ore cu liofilizarea la presiunea de 0,1 mbar si
temperatura de 0°C. Pe parcursul liofilizarii temperatura se mireste treptat, ajungind la
+10°C in 8 ore, la +20°C in 8 ore si la +30°C in 2 ore. Etapa finala a durat 4 ore, pastrandu-se
aceeasi presiune de 0.011 mbar, iar temperatura finali a rafturilor a ajuns la 35°C.

Produsul martor de biomasa uscata prin liofilizare de drojdie Saccharomyces pasteurianus
NCYC 515, cat si de drojdie uscata

..caracteristici:

rojdie uzata de bere prezinta urmatoarele

a
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Proba nr. | Azot, % | Proteina, | Umiditate, Proteina, Viabilitate,
% % % s.u. ufc/&x

M1 7.78 48.66 9.19 53.58 6,4 x 10
M4 7.55 47.21 11.86 53.56 42 x 10’
Proba nr. Proteina Umiditate Proteina, % s.u.

Al.l 46.98 1141 53.03

A2.1 47.66 10.07 53

Ml 48.66 9.19 53.58

M4 47.21 11.86 53.56

"

Biomasele uscate de drojdie de bere obfinute prin liofilizare au fost caracterizate din
punct de vedere al capacitdtii de umectare cuantificati prin valoarea unghiului de contact.
Metoda de determinare a unghiului de contact a fost descrisa anterior in cazul Exemplului 1.

fn Figura 2 sunt prezentate imagini ale formei picaturii obtinute la determinarea
unghiului de contact pentru biomasele uscate de drojdie de bere codate Al.1, A2.1, M1 si
M4.

Biomasele uscate de drojdie de bere codate Al.1, A2.1, M1 si M4 prezintd caracter
hidrofil, valorile obtinute pentru unghiul de contact fiind mai mici decat 90°. Caracterul cel
mai hidrofil este inregistrat pentru biomasa de drojdie de bere codatd M1. Se observa ca
adaosul de drojdie de bere de la fabrica (M4) la drojdia de bere M1 in diferite rapoarte de
amestecare determind o crestere a unghiului de contact, si implicit a caracterului hidrofob,
comparativ cu valoarea unghiului de contact inregistrati la drojdia M1. De asemenea, se
observd ca rapoartele de amestecare de 1:1, respectiv 1:2 conduc la valori apropiate ale
unghiului de contact comparativ cu cea inregistratd la drojdia de bere de la fabrica (M4).
-Obtinerea de suspensii derivate din preparatele pe baza de drojdie de bere care utilizeaza
produsul obtinut prin cultivarea drojdiei Saccharomyces pasteurianus NCYC 515, din
probele de drojdii uzate uscate pe valturi de la fabrica si de suspensii derivate din preparatele
obtinute prin amestecul in diferite rapoarte dintre drojdie de bere Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 cu drojdia uzata de bere.

Au fost preparate suspensii care au in formulare apa distilata ca faza lichidd, iar ca
fazi solidd biomasa uscati de drojdie de bere. Ca agenti de crestere ai vascozitatii s-au folosit
agar-agar si carboximetilcelulozi sodicd (CMCNa), iar ca agent de umectare tween 20.

Exemplul 2.1

Suspensia a fost obtinuta prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptand faptul ca biomasa

scata (Saccharomyces pasteurianus

: ~.
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NCYC 515 dezvoltata la 28°% pH 4.5 cu drojdie uzata de bere) are un raport de amestecare
1:1 intre biomasa umeda de drojdia de bere obtinutd (Saccharomyces pasteurianus NCYC
515 dezvoltata la 28° pH 4.5 ) (M1) si drojdia de bere de la fabrica (M4).

Exemplul 2.2
Suspensia a fost obtinuti prin procedeul descris in Exemplul 1.1, exceptand faptul cd biomasa
uscatd de drojdie de bere, codati A 2.1(biomasa uscata de Saccharomyces pasteurianus
NCYC 515 dezvoltata la 28°% pH 4.5 cu biomasa de drojdie uzata de bere) are un raport de
amestecare 1:2 :intre drojdia de bere obtinutd (biomasa umeda de Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 dezvoltata la 28° pH 4.5) (M1) si drojdia de bere de la fabrica
(M4).

Exemplul 2.3
Suspensia a fost obtinutd prin procedeul descris in Exemplul 1.1, excepténd faptul ca biomasa
uscati de drojdie de bere, codatd M1 este drojdia de bere obtinutd din Saccharomyces
pasteurianus NCYC 515 dezvoltata la 28°;, pH 4.5. La 24 ore de la preparare, suspensiile
conform inventiei (Exemplele 2.1-2.3 si Exemplul 1.5) au prezentat sediment si supernatant
usor decelabile. Gradul de redispersabilitate este de 95% la 24 de ore de la preparare, intre
95-100% la 48 de ore de la preparare, respectiv 95% pentru toate suspensiile la 5 zile de la
preparare. Gradul de floculare este cuprins intre 0,91 si 1,28 la 24 ore de la preparare,

respectiv intre 0,88 si 1,08 la 48 ore de la preparare.
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REVENDICARI

1. Preparate de biomase de drojdii uscate active avand un continut de proteina, % s.u 50-53,
caracterizat prin aceea ca este constituit dintr-un amestec in forma umeda din diferite
rapoarte (1:1;1:2;1:3) de biomasa de drojdi;: uzata de bere si biomasa de drojdie de
Saccharomyces pasteurianus NCYC 515.

2. Preparate pe baza de biomase drojdii umede de Saccharomyces pasteurianus NCYC 515
cu o compozitie conform revendicarii | caracterizat prin aceea ca se realizeaza prin
insamantarea in raport de 10-15 % (v/v) inocul lichid a mediului de fermentatie pe baza de
zaharoza/zahar alimentar care se adauga la 0 ore de cultivare si apoi pe parcurs in 2-4 portii
dizolvate si sterilizate in prealabil, saruri de K*,NH,", Mg®*, la care se mentine constant pH-
ul dorit (4.5; 5.1) cu o solutie amoniacala 5 % care este ajustat permanent automat cu o
pompa peristaltica legata la bioreactor, temperatura de 28-30°C, debit de aer si agitare
variabila si apoi dupa 21h - 22h de cultivare, dupa care se realizeaza purificarea mediului
fermentat, rezultand crema de drojdii care se amesteca in diferite rapoarte cu drojdia uzata de
bere si este supusa uscarii prin liofilizare/valturi.

3. Suspensii derivate din preparatele pe baza de drojdie de bere uscate care utilizeaza
produsul obtinut prin cultivarea drojdiei Saccharomyces pasteurianus NCYC 515, din
probele de drojdii uzate de la fabrica si de suspensii derivate din preparatele obtinute prin
amestecul in diferite rapoarte dintre drojdie de bere Saccharomyces pasteurianus NCYC 515
cu drojdia uzata de bere, caracterizat prin aceea cii este alcituiti din urmitoarele
componente, exprimate in procente gravimetrice raportate la 100 mL de suspensie: a) 4 g
biomasd uscatd de drojdie de bere umectatdi cu b) 04 g tween 20; ¢) 02 g
carboximetilceluloza sodicd ce se adaugd sub forma de solutie vdscoasd 1% in apa distilati,
solutie preparatd in prealabil; d) 1,0 g agar-agar ce se adaugd sub forméd de solutie vascoasi
5% in apa distilatd, solutie preparati in prealabil; e) apa distilatd adiugati sub continui
agitare pana la obtinerea a 100 mL de suspensie.

4. Procedeul de obtinere al suspensiilor definite in revendicarea 3 constd in aceea cd: (1) se
prepard in prealabil o solutie vascoasid de carboximetilcelulozd sodicd 1% astfel:
carboximetilceluloza sodicd se lasd la imbibat in 10 mL de apa distilata, timp de 24 ore;

CMCNa astfel imbibata se disperseaza in restul de apa distilatd sub continui agitare pana la

obtinerea unei solutii vascoase, omogene, de concentratie 1%; (2) se prepard in prealabil o




41

22018 00714 24/09/2018

sub continud agitare, pdnd la obtinerea unei solutii vascoase, omogene, de concentratie 5%;
(3) 4 g de biomasa uscatd de drojdie de bere, omogenizatd in prealabil prin triturare, se
umecteazi cu 0,4 g tween 20 si (4) se adaugd carboximetilcelulozd sodica in concentratie de
0,2% ce se amestecd sub formd de solutie vdscoasd de carboximetilcelulozd sodicd 1%
anterior preparatd; (5) dupd omogenizare, se adaugi agar-agar in concentratie de 1% ce se
amestecd sub forma de solutie vascoasd 5% anterior preparatd; (6) intregul amestec este apoi

omogenizat, addugénd sub continud agitare restul de apa distilatd pani la obtinerea a 100 mL

de suspensie.
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DESENE

A12(76,72°) A2.2(83,38%)  A3.2(84,85) M2 (67,72°) M4 (78,64°)

FIGURA 1
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