Sposob otrzymywania biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae o zwiekszonej

odpornosci na stres osmotyczny i zastosowanie biomasy

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania biomasy drozdzy szlachetnych
Saccharomyces cerevisiae o zwigkszonej odpornosci na stres osmotyczny i zastosowanie
biomasy do produkcji odpornej na niekorzystne warunki osmotyczne biomasy fermentacyjnej,

dodatku spozywczego i suplementu diety.

W procesie fermentacji drozdze utylizuja cukry proste przetwarzajac je w warunkach
beztlenowych na alkohol oraz energi¢. W wyniku tych procesow zmieniaja si¢ warunki
fizykochemiczne panujace w brzeczce nastawnej, wraz ze zmniejszeniem stezenia cukréw
prostych rosnie zawarto$¢ etanolu oraz ubocznych produktéw procesu fermentacji. Dynamika
tych procesow jest zroznicowana 1 zalezy glownie od typu drozdzy oraz stezenia
poczatkowego cukrow. Kazdy szczep drozdzy ma swoje warunki optymalne, ktérych
przekroczenie powoduje obnizenie dynamiki oraz wydajnosci procesu ze wzgledu na
niekorzystne ci$nienie osmotyczne.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae znane s juz od czasoéw starozytnych i obecnie sa szeroko
wykorzystywane w przemysle spozywczym, a takze do produkcji bioetanolu. Drozdze te
dostarczane sa w kilku postaciach: prasowanej, wysuszonej lub liofilizowanej. Uzywac je do
produkcji mozna dopiero po zalaniu woda, gdy powstaje tzw. mleczko drozdzowe 1 kiedy to
po jej wchtonieciu komoérki drozdzy odzyskuja aktywnos$¢ biologiczng. Saccharomyces
cerevisiae jest szczepem kandydatem odpowiednim do dlugoterminowej hodowli
drobnoustrojéw na duza skalg 1 jest uwazany za najbardziej potencjalny szczep do produkc;ji
na duza skale. Saccharomyces cerevisiae ma zalety krétkiego cyklu wzrostu, silnej zdolnosci
fermentacyjnej i tatwej hodowli na duza skale. Od zawsze byl gléwnym przedmiotem badan
podstawowych i stosowanych i jest szeroko stosowany w zywnosci, medycynie i innych
dziedzinach. Saccharomyces cerevisiae jest rowniez uzywany do fermentacji innych waznych

przemystowo metabolitéw.
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W ostatnich latach zwraca si¢ coraz wigksza uwage na dobor drozdzy wykazujacych duza

odpornos¢ na niekorzystne warunki srodowiskowe.

Jak wynika z publikacji autorstwa dr inz. Moniki CIOCH-SKONECZNY, inz. Agnieszki
PITEK, dr. hab. inz. Pawla SATORY, prof. UR 1 mgr inz. Anety PATER pt. Rehydratacja
drozdzy piwowarskich (w: Postepy Techniki Przetworstwa Spozywczego, 2018, Tom nr 2,

str.  79-83, http://yadda.icm.edu.pl/baztech/element/bwmetal.eclement.baztech-d470b232-

c3d7-48b7-a15b-29ba364cb0fb) celem rehydratacji jest przywrocenie materiatowi
poddanemu suszeniu, poprzez jego kontakt z woda, wilasciwosci jakie mial przed tym
zbiegiem. W trakcie procesu tkanki wysuszonego materialu chtong wode, co skutkuje
zwigkszeniem jego masy i objetosci oraz wyptukiwaniem substancji, m.in. cukréw, kwasow,
mineralow 1 witamin, z rehydratowanego surowca. Ubytek rozpuszczalnych sktadnikow
suchej substancji podczas ponownego uwodnienia uzalezniony jest przede wszystkim od
sktadu chemicznego 1 struktury materialu. Proces ponownego uwodnienia drozdzy jest
kluczowy, aby mogly one odzyska¢ aktywno$¢ metaboliczng i przeprowadzi¢ fermentacje.
Przezywalnos¢ komorek podczas suszenia uzalezniona jest od stanu w jakim byly przed
rozpoczeciem procesu. Istotny jest dobor odpowiednich parametrow rehydratacji, ktére
w duzym stopniu uzaleznione sg od rodzaju uzytego szczepu. Aktywne suszone drozdze
zawieraja okolo 8% wody. Jest to ilo$¢ niewystarczajaca, aby komorki mogly odzyskad
aktywno$¢ metaboliczng. Rehydratacja jest wigc koniecznym  procesem  przed
wprowadzeniem ich do brzeczki. Istnieje wiele czynnikow, ktére wywieraja wplyw na
zywotnos¢ drozdzy podczas tego procesu. To m.in. wewnatrzkomorkowe stezenie trehalozy,
dlugos¢ 1 temperatura uwadniania, pH pozywki, obecno$¢ sktadnikow pokarmowych,
mineralnych oraz dostepnos¢ ergosterolu. Wymienione czynniki majg wptyw na strukture
membrany przez modyfikacje przepuszczalnosci, powodujac zmiany w przeplywie czasteczek
1 jonow, ktore determinujg stopien zywotnosci nawodnionych komorek drozdzy. Temperatura
rehydratacji aktywnych suszonych drozdzy miesci si¢ w zakresie 35-40°C.

Aby komorki zostalty uwodnione w bezpiecznych warunkach wymagane jest by woda,
w ktérej przeprowadza si¢ proces rehydratacji miata okoto 25 ppm zawartosci mineratéw.
Gdy ich stezenie wewnatrz komorki drozdzy jest wyzsze niz w otaczajacym srodowisku,
zgodnie z prawem osmozy, woda bedzie naptywaé do jej $rodka, powodujac rozerwanie.

Z tego powodu, woda destylowana nie jest dobrym medium nawadniajagcym aktywne suszone
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drozdze. Jony wapnia i glukoza moga przeciwdziala¢ nadmiernemu wyptywowi substancji
wewnatrzkomorkowych z rehydratowanych komoérek. Pierwsze zwiekszaja sztywnosc
konstrukcji membranowej, oddzialujac na naprawe uszkodzonych blon cytoplazmatycznych.
Glukoza natomiast przenikajac do wnetrza komorki, stymuluje tworzenie si¢ zeli biatkowych,
ktorych obecnos$¢ zapobiega dyfuzji substancji wewnatrzkomorkowych.

W procesie odwadniania, suszenia drozdzy, utrata wody jest oczywistym 1 znaczacym stresem
dla drozdzy, a niektore badania okreslaja ja jako kluczowy czynnik, odpowiedzialny za
zmniejszenie ich zywotnosci. Istnieje rowniez wiele niekorzystnych czynnikéw, takich jak
stres oksydacyjny i osmotyczny. Wyptyw 1 naptyw wody z komorki podczas odwadniania
i rehydratacji, moze powodowal jej uszkodzenia 1 niszczy¢ samg strukture blony
komorkowej. Uwaza sie, ze obkurczanie komorek moze powodowac ich rozerwanie w czasie
stresu osmotycznego. Ponadto, prowadzi réwniez do niepozadanych interakcji molekularnych
w komorce. Istnieja mechanizmy u drozdzy, ktore podnosza ich odporno$¢ na stres
osmotyczny. Blona komorkowa zawiera biatka blonowe, tj. akwaporyny, ktore w pewnych
okolicznosciach moga utatwia¢ napedzany osmotycznie wyptyw wody, zmniejszajac
uszkodzenie membrany. Pod wpltywem szoku osmotycznego indukowany jest szlak kinaz
MAP-HOG. Ma to na celu akumulacje glicerolu w komorce, co skutkuje wyréwnaniem
osmolarno$ci wewnatrz 1 na jej zewnatrz. Chroni to komodrke przed potencjalnymi

uszkodzeniami zwigzanymi ze zwigkszonym ci§nieniem osmotycznym.

Jak wynika z publikacji Wtodzimierza Grajka i Darii Szymanowskiej, pt. Stresy
srodowiskowe dzialajace na drozdze Saccharomyces cerevisiae w procesie fermentacji
etanolowe], w: Prace przegladowe, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan, 2008, str. 46-63,
jednym z gléwnych metabolitow drozdzy gromadzonych w komérce w sytuacjach stresowych
jest trehaloza, a rolg tego cukru jest ochrona stabilnosci uwodnionych zwigzkéw chemicznych
oraz uszczelnianie bton, co zapobiega utracie elektrolitow i rozpuszczalnych sktadnikéw
komérkowych. Dodatkowo w procesie fermentacji na potrzeby produkeji alkoholu stosuje si¢
w celu zmniejszenia stresu osmotycznego dwustopniowa hydrolize skrobi lub proces
jednoczesnej hydrolizy skrobi i fermentacji etanolowej. Prowadzone sa proby zmniejszania
cisnienia osmotycznego wywolanego przez etanol, polegajace na ciaglym usuwaniu etanolu z
fermentujacego zacieru. Komodrki ograniczaja dziatanie stresu osmotycznego poprzez

redukcje objetosci komorek, co ma negatywny wptyw na zywotnos¢ komoérek. Pod wplywem
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stresu osmotycznego, obok zmniejszenia powierzchni komorki, moga wystapi¢ takze
uszkodzenia btony cytoptazmatycznej. Dotyczy to szczegolnie zmian w biatkach btonowych,
ktére, przy silnym odwodnieniu wywotanym przez wiazanie wody przez zewnatrzkomorkowa
substancje osmogenng, ulegaja denaturacji lub agregacji. Zmiany te mozna obserwowac
stosujac spektroskopie transformacji Fouriera w podczerwieni. Substancje osmogenne, a
szczegOlnie cukry i alkohole, wykazuja dziatanie ochronne, stabilizujace czasteczki biatek.
Innym efektem zmian w ci$nieniu osmotycznym s3 poprzeczne przemieszczenia kwasow

thuszczowych w dwuwarstwie fosfolipidowej.

W celu zmniejszenia stresu osmotycznego wytwarzane s3 zmodyfikowane genetycznie

szczepy drozdzy Saccharomyces cerevisiae o wysokiej odpornosci na stres osmotyczny.

Z opisu zgloszeniowego CN112941119 znany jest sposéb otrzymywania zmodyfikowanego
szczepu Saccharomyces cerevisiae wytwarzajacego ester etylowy kwasu thuszczowego, ktory
poprawia produkcje estréw etylowych kwasu thuszczowego w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae, obejmujacy m.in. etap fermentacji i hodowli Saccharomyces cerevisiae w czasie
30-40 godzin, w trakcie ktorego dodaje si¢ 1-3% oleju rzepakowego oraz etanol z szybkoscia
przeptywu 6-10 ml/h; gdy stezenie glukozy jest nizsze niz 4-6 g/L, rozpoczyna si¢
suplementacja glukoza, a stezenie glukozy w fermentorze jest utrzymywane na poziomie 5-10
g/L. Po fermentacji otrzymuje si¢ bulion fermentacyjny zawierajacy ester etylowy kwasu
ttuszczowego. Podczas procesu fermentacji i hodowli pH utrzymuje sie¢ na poziomie 5-6,
predkos¢ obrotowa 180-220 obr./min przez 30-40 godzin przed fermentacja, przeptyw
powietrza 2-3 vvm, predkos¢ obrotowa po 30-40 h wynosi 350-450 obr./min, a przeptyw
powietrza wynosi 4-6 vvm. Jako pozywke fermentacyjng stosuje si¢: glukoze 50-70, YNB 6-
7, proszek drozdzowy 15-20, pepton 2-4, K2HPO47-8, KH2P0O49-10, kwas octowy 2-4.

Celem wynalazku ujawnionego w opisie zgloszeniowym CNI1944657A jest rozwigzanie
problemu tolerancji alkoholu przez Saccharomyces cerevisiae w procesie fermentacji zacieru
zageszczajacego alkohol oraz zmniejszenie toksycznego wplywu alkoholu o wysokim
stezeniu na Saccharomyces cerevisiae, zapewniajac w ten sposob sposob poprawy tolerancji
Saccharomyces cerevisiae na alkohol. Obecno$¢ kwasdéw tluszczowych, zwlaszcza

dtugotancuchowych, w btonie komoérkowej, moze ostabia¢ wplyw etanolu na
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przepuszczalno$¢ btony komdrkowej i zmniejsza¢ wysiek lizatow wewnatrzkomdrkowych.
Tolerancja bakterii na alkohol wzrasta wraz ze wzrostem nienasycenia bton komorkowych
kwasami tluszczowymi. W wynalazku tym stosuje si¢ proszek sojowy jako promotor
fermentacji w fermentacji alkoholowej. Z jednej strony soja bogata w biatko i kwasy
ttuszczowe moze sprawié, ze saccharomyces beda opiera¢ sie¢ zwigkszonej ptynnosci btony

spowodowanej przez alkohol i utrzymac stabilno$¢ btony komorkowe;.

W opisie zgltoszeniowym JPS6460370A ujawniono sposob hodowli drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, w ktorym do pozywki modyfikowanego szczepu dodaje si¢ lipid — kwas
tluszczowy o 10-26 atomach wegla lub jego sol, korzystnie kwas mirystynowy, kwas
palmitynowy, kwas palmitoleinowy, kwas oleinowy, kwas t-wacenowy, kwas linolowy i kwas
arachidonowy i/lub regulator ci$nienia osmotycznego, np. sorbitol. Korzystnie lipid taczy si¢
z regulatorem ci$nienia osmotycznego. Kwas tluszczowy dodaje si¢ do pozywki w stezeniu
okoto 0,005-0,4% (wag./obj.), korzystnie 0,01-0,2%. Gdy doda si¢ go w stgzeniu mniejszym
niz 0,005%, nie mozna uzyska¢ pozadanych efektow, a gdy zostanie dodany w stezeniu
wiekszym niz 0,4%, produkcja moze si¢ zmniejszy¢. Chociaz kwas tluszczowy na ogot
dodaje si¢ do pozywki w odpowiedniej ilosci przed rozpoczegciem inkubacji, mozna go dodaé

na poczatkowym etapie inkubacji.

Z opisu patentowego PL218665 znany jest sposob otrzymywania mleczka drozdzowego na
bazie drozdzy, wody 1 substancji odzywczych, znamienny tym, ze do zbiornika wlewa si¢
wodg¢ o temperaturze 20 - 35°C w ilosci 50 -70% ogolnej] masy przygotowywanego mleczka
1 wrzuca si¢ drozdze w ilosci 30 - 50% ogolne] masy, po czym uruchamia si¢ proces
mieszania w czasie 1 do 2,5 godziny, a nastgpnie w czasie 3 do 5 godzin dodaje si¢ w ratach
substancje odzywcza w ilosci 0 - 15%, a do zbiornika poprzez przewody napowietrzajace

doprowadza si¢ tlen.

Brak jest obecnie sposobdw, ktore w sposob inny niz w drodze modyfikacji szczepu drozdzy
S. cerevisiae, pozwalaja na wytworzenie biomasy charakteryzujacej si¢ znaczng akumulacja
wielonienasyconych kwasow tluszczowych: kwasu linolowego C18:2 n-6 oraz kwasu
linolenowego C18:3 n-3 (ALA) w S$cianie komorkowej drozdzy S. cerevisiae oraz

odpornos$cia na stres osmotyczny.
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Celem wynalazku jest rozwigzanie problemu technicznego dotyczacego biomasy drozdzy S.
cerevisiae polegajacego na zwigkszeniu odpornosci komorek drozdzy S. cerevisiae na stres
osmotyczny panujagcy w medium fermentacyjnym 1 zwigkszeniu  akumulacji
wielonienasyconych kwasow tluszczowych kwasu linolowego C18:2 n-6 oraz kwasu

linolenowego C18:3 n-3 (ALA) w scianie komorkowej drozdzy S. cerevisiae.

Sposob otrzymywania biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae o zwiekszonej odpornosci
na stres osmotyczny, w ktorym prowadzi si¢ proces rehydratacji suchej masy drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w wodzie o temperaturze 20°C z dodatkiem substancji odzywczych
i doprowadzaniem tlenu charakteryzuje si¢ wedlug wynalazku tym, ze do suchej masy
drozdzy w ilosci 0,98%-2,65% ogoélne] masy przygotowywanej biomasy wlewa sie¢ wode
demineralizowana w ilosci 88,21-97,69% ogdlne] masy przygotowywane] biomasy,
zawierajacg rozpuszczone jony wapnia w ilosci 144 - 180mg/dm?, potasu w ilosci 286 —
716mg/dm>, magnezu w ilosci 100 - 160mg/dm®, azotu amonowego w ilosci 106 -
360mg/dm?, cynku w ilosci 45 - 68mg/dm?> oraz glukoze w ilosci 9,80 — 35,30g/dm?, miesza
sie przez 5 godzin z predkoscia 130 obr./min w temperaturze 20°C, a nastepnie po 5
godzinach dodaje si¢ do mieszaniny estry etylowe kwasow tluszczowych w ilosci od 0,1% do
5% na 1dm>® wody, a nastepnie kondycjonuje si¢ biomase mieszajac sktadniki z predkoscia
130 obr./min w ci$nieniu atmosferycznym od 300 do 800 mbar z udziatem tlenu.

Korzystnie stosuje si¢ drozdze Saccharomyces cerevisiae SafSpirit M-1.

Korzystnie stosuje si¢ estry etylowe kwaséw ttuszczowych z oleju Inianego.

Korzystnie biomase odwirowuje sie, po czym mrozi sie¢ w temperaturze od -40°C do -75°C
i nastepnie poddaje sie procesowi liofilizacji przez 24 h w temperaturze 20°C i przy ci$nieniu
0,8-0,08 mbar.

Korzystnie biomase odwirowuje sie, po czym mrozi sie¢ w temperaturze od -40°C do -75°C
i nastepnie poddaje procesowi liofilizacji przez 24 h w temperaturze 35°C i przy ci$nieniu
0,08-0,03 mbar.

Korzystnie uzyskuje si¢ biomase¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka albo
w postaci suchej.

Istota wynalazku jest takze zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako

dodatku spozywczego.
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Istota wynalazku jest takze zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako
suplementu diety.

Istota wynalazku jest takze zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako
prekursora do otrzymywania biomasy fermentacyjnej o zwigkszonych parametrach

fermentacyjnych.

Sposob wedtug wynalazku pozwala na znaczng akumulacje kwasow thuszczowych C18:2 n-6
oraz C18:3 n-3 (ALA) w komorkach drozdzowych, w taki sposéb ze:

- otrzymana biomasa w postaci mleczka moze mie¢ zastosowanie jako prekursor do produkc;ji
odpornej na niekorzystne warunki osmotyczne biomasy fermentacyjnej, jako dodatek
spozywczy — w tym dodatek piekarski oraz jako suplement diety;

- otrzymana biomasa po procesie liofilizacji, tj. w postaci suchej, moze petni¢ funkcje
zaréwno jako $rodek spozywczy cechujacy sie wysoka zawartoscia tatwo-przyswajalnych
wielonienasyconych kwasow tluszczowych lub suplement diety, jak réwniez jako
osmoaktywna biomasa z zastosowaniem do fermentacji brzeczek o wysokie] zawartosci
cukrow.

Dzigki sposobowi wedlug wynalazku pozwalajacemu na kondycjonowanie drozdzy S.
cerevisiae w pozywce bogatej w estry etylowe kwasow tluszczowych z oleju Inianego oraz
cukry proste powstaje biomasa, ktéra akumuluje w swojej Scianie komoérkowej nienasycone
kwasy tluszczowe C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 (ALA). Akumulacja ta wptywa pozytywnie na
zachowanie turgoru komorki - komorki nie odwadniaja si¢ w warunkach silnego stresu
osmotycznego, zwigkszenie dynamiki procesu - ilo§¢ gramow etanolu uzyskana ze 100ml

podtoza w trakcie 1 godziny.

Wynalazek zostal blizej przedstawiony w przyktadach realizacji:

Przyklad 1a

Tabela 1 przedstawia kompozycje biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci
mleczka drozdzowego, w ktorej sktadniki zostaly potaczone z zastosowaniem minimalnego
dozowania poszczegdlnych bioaktywnych substancji. Sktadniki mleczka przy zachowaniu

odpowiednich warunkow procesowania pozwalaja na uzyskanie biomasy o wysokie]
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tolerancji na stresy osmotyczne. W zaleznos$ci od celu produkcji biomasy mozna stosowac

rézne dawkowanie estrow etylowych kwasdéw thuszczowych oleju Inianego.

Tabela 1. Kompozycja biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka

drozdzowego z zastosowaniem minimalnych dawek sktadnikéw

Skladnik Masa [g] Udzial %
Drozdze Saccharomyces cerevisiae 10,0 0,98
Woda demineralizowana 1000,0 97,69
Chlorek wapnia 04 0,04
Wodorofosforan (V) potasu 1,0 0,10
KH2PO4
Siarczan (VI) Amonu 0.5 0,05
(NH4)2S504
Siedmiowodny Siarczan (VI) Cynku 0,2 0,02
7 H20 x ZnSO4
Siarczan (VI) Magnezu 0.5 0,05
MgSO4
Glukoza 10,0 0,98
Estry etylowe kwasow tluszczowych oleju Inianego 1,0 0,10
Suma 1023,6 100,00

Drozdze szlachetne Saccharomyces cerevisiae SafSpirit M-1 przygotowuje si¢ poprzez
odwazenie 10g suchej masy. Sucha mase drozdzy umieszcza si¢ w bioreaktorze z mieszadtem
(130 obr./min), dodaje sie 1dm* wody demineralizowanej o temperaturze 20°C, zawierajacej
rozpuszczone jony: wapnia w iloéci 144mg/dm?, potasu w ilosci 286mg/dm®, magnezu w
ilosci 100 mg/dm?, azotu amonowego w ilosci 106 mg/dm?, cynku w ilosci 45mg/dm?® oraz
glukoze w ilosci 9,80 g/dm?.

Prowadzi si¢ proces rehydratacji drozdzy przez 5 godzin zachowujgc stalg temperature
plaszcza bioreaktora 20°C. Po wskazanym czasie dodaje si¢ do mieszaniny estry etylowe
kwasow thuszczowych oleju Inianego w ilosci 1g estréow na 1dm? wody demineralizowanej, co

stanowi stezenie 0,1%.
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Nastepnie prowadzi si¢ proces zgodnie z wytycznymi z Tabeli 2. Przez caly czas miesza si¢

z czestotliwosciag 130 obr./min.

Tabela 2. Wytyczne dla procesu kondycjonowania biomasy drozdzowe]

Czas trwania procesu Proznia Napowietrzanie
2h Cisnienie atmosferyczne 2 dm*/min
2h Proznia 300 mbar 0 dm>/min
2h Cisnienie atmosferyczne 2 dm*/min
2h Proznia 300 mbar 0 dm>/min

Napowietrzanie biomasy prowadzi si¢ przez odpowiedni kréciec, powietrzem podanym przez
pompke lub z butli przy zachowaniu odpowiedniej czystosci - bezposrednio przed wlotem

powietrza do bioreaktora, filtr 0,14um.

Przyklad 1b

Uzyskana w Przyktadzie la biomas¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka
drozdzowego wykorzystuje si¢ bezposrednio lub prowadzi si¢  przetwarzanie celem
uzyskania suchych drozdzy.

Mleczko poddaje si¢ rozdziatowi w rozdzielaczu. Faza niepolarna zbiera w gornej warstwie,
natomiast faza wodna zawierajaca komoérki drozdzowe w dolnej warstwie rozdzielacza. Po
rozdzieleniu faz ptyn niezwlocznie poddaje si¢ rozdzieleniu w baktofudze.

Do baktofugi pracujacej przy obrotach 5000 obr./min podaje si¢ strumien mleczka
z natezeniem objetoSciowym 30ml/min. Uzyskang w ten sposoéb odwirowang biomase
rozktada si¢ na tackach i mrozi szokowo w temperaturze -40°C przez 24h.

Po tym czasie tacki umieszcza si¢ w komorze liofilizatora. Liofilizacj¢ prowadzi si¢
w temperaturze tacy 20°C, ci$nieniu 0,8mbar, przez 24h.

W wariancie wykonania odwirowang biomase¢ rozktada si¢ na tackach i1 mrozi szokowo
w temperaturze -75°C przez 24h, a po tym czasie liofilizacj¢ prowadzi si¢ w temperaturze
tacy 20°C, ci$nieniu 0,08mbar, przez 24h.

Uzyskany po liofilizacji proszek pakuje si¢ prozniowo stosujac prozni¢ rzedu 30mbar.
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Przyklad 2a:

Tabela 3 przedstawia kompozycje biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci
mleczka drozdzowego, gdzie sktadniki zostaly potaczone z zastosowaniem maksymalnych
dawek poszczegdlnych substancji. Sktadniki mleczka przy zachowaniu odpowiednich
warunkéw procesowania pozwalaja na uzyskanie biomasy o wysokiej tolerancji na stresy
osmotyczne. W zaleznosci od celu produkcji biomasy mozna stosowa¢ rézne dawkowanie

estrow etylowych kwasow ttuszczowych oleju Inianego.

Tabela 3. Kompozycja biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka

drozdzowego z zastosowaniem maksymalnych dawek sktadnikow

Skladnik Masa [g] Udzial %
Drozdze Saccharomyces cerevisiae 30,0 2,65
Woda demineralizowana 1000,0 88,21
Chlorek wapnia 0,6 0,05
Wodorofosforan (V) potasu 3,0 0,26
KH2PO4
Siarczan (VI) Amonu 2,0 0,18
(NH4)2S504
Siedmiowodny Siarczan (VI) Cynku 04 0,04
7 H20 x ZnSO4
Siarczan (VI) Magnezu 0.9 0,08
MgSO4
Glukoza 40,0 3,53
Estry etylowe kwasow tluszczowych oleju Inianego 56,7 5,00
Suma 1176,9 100,00

Drozdze szlachetne Saccharomyces cerevisiae SafSpirit M-1 przygotowuje si¢ poprzez
odwazenie 30g suchej biomasy. Suchg mase drozdzy umieszcza si¢ w bioreaktorze z
mieszadtem (130 obr./min), dodaje sie 1dm>® wody demineralizowanej o temperaturze 20°C,

zawierajgcej rozpuszczone jony: wapnia w ilosci 180mg/dm?, potasu w ilosci 716mg/dm?,
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magnezu w iloéci 160mg/dm?, azotu amonowego w ilosci 360mg/dm?®, cynku w ilosci
68mg/dm? oraz glukoze w ilo$ci 35,30g/dm>.

Prowadzi si¢ proces rehydratacji drozdzy przez 5 godzin zachowujgc stalg temperature
plaszcza bioreaktora 20°C. Po wskazanym czasie dodaje si¢ do mieszaniny estry etylowe
kwasow thuszczowych oleju Inianego w ilosci 56,7g estrow na 1dm® wody demineralizowanej,
co stanowi stezenie 5,0%.

Nastepnie prowadzi si¢ proces zgodnie z wytycznymi z Tabeli 4. Przez caly czas miesza

z czestotliwosciag 130 obr./min.

Tabela 4. Wytyczne dla procesu kondycjonowania biomasy drozdzowe]

Czas trwania procesu Proznia Napowietrzanie
2h Cisnienie atmosferyczne 6 dm*/min
2h Proznia 800 mbar 0 dm>/min
2h Cisnienie atmosferyczne 6 dm*/min
2h Proznia 800 mbar 0 dm>/min

Napowietrzanie biomasy prowadzi sie przez odpowiedni krociec, powietrzem podanym przez
pompke lub z butli przy zachowaniu odpowiedniej czystosci - bezposrednio przed wlotem

powietrza do bioreaktora, filtr 0,44um.

Przyklad 2b:

Uzyskana w Przyktadzie 2a biomas¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka
drozdzowego wykorzystuje si¢ bezposrednio lub prowadzi si¢ przetwarzanie celem uzyskania
suchych drozdzy.

Mleczko poddaje sie rozdzialowi w rozdzielaczu. Faza niepolarna zbiera si¢ bedzie w gornej
warstwie, natomiast faza wodna zawierajaca komorki drozdzowe w dolne) warstwie
rozdzielacza. Po rozdzieleniu faz plyn niezwlocznie poddaje si¢ rozdzieleniu w baktofudze.
Do baktofugi pracujacej przy obrotach 12000 obr/min podaje si¢ strumien mleczka z
natezeniem objetosSciowym 300ml/min. Uzyskang w ten sposob odwirowang biomase

rozktada si¢ na tackach i mrozi szokowo w temperaturze -40°C przez 24h.
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Po tym czasie tacki umieszcza si¢ w komorze liofilizatora. Liofilizacje prowadzi sie w
temperaturze tacy 35°C, cisnieniu 0,08 mbar, przez 24h.

W wariancie wykonania odwirowang biomase¢ rozktada si¢ na tackach i1 mrozi szokowo
w temperaturze -75°C przez 24h, a po tym czasie liofilizacj¢ prowadzi si¢ w temperaturze
tacy 35°C, ci$nieniu 0,03mbar, przez 24h.

Uzyskany po liofilizacji proszek pakuje si¢ prozniowo stosujac prozni¢ rzedu 30mbar.

W kompozycjach wskazanych w Przyktadach 1a,1b,2a,2b uzyte zostaly S.Cerevisiae
SafSpirit M-1 — jednakze z uwagi na to, ze drozdze S.Cerevisiae maja podobne cechy
1 podobng budowe, a roznig si¢ specyficznymi cechami gatunkowymi, wynalazek moze miec
zastosowanie do innych niz SafSpirit M-1 drozdzy S.Cerevisiae. Prawidtowos$¢ absorbceji

kwasoéw C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 (ALA) bedzie taka samg cechg wszystkich S. Cerevisiae.

Przyklad 3 — zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako suplementu
diety

Wytworzono biomas¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka drozdzowego
zgodnie z procedurg opisanag w Przyktadzie 1a albo 2a, stosujac rézne poziomy dozowania
estrow etylowych kwasow tluszczowych oleju Inianego, oznaczone BFO — brak dodatku
estrow do kompozycji mleczka, BF1,25 — 1,25% dodatek estréw, BF 2,50 — 2,50% dodatek
estrow, BF3,75- 3,75% dodatek estrow oraz BF5,00- 5,00% dodatek estrow. Zaobserwowano
istotne réznice pomiedzy zawartoscig kwasow C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 (ALA) oznaczonych
w komorkach drozdzy w zaleznosci od poziomu dozowania estréw etylowych kwasow
ttuszczowych z oleju Inianego do przygotowanych mleczek fermentacyjnych. Uzyskana
biomasa po wysuszeniu byta bogatym zrédlem kwasow wielonienasyconych.

Na podstawie danych z Tabeli 5 mozna zaobserwowac, ze wraz ze wzrostem udziatu estrow
etylowych kwasow tluszczowych pochodzacych z oleju Inianego istotnie rost w badanej
biomasie poziom kwasow C18:2 n-6 oraz Cl18:3 n-3 (ALA) stanowiacych frakcje
wielonienasyconych niezbednych kwasow tluszczowych. Kwasy te petnia istotng role dla
prawidlowego funkcjonowania ludzkiego organizmu. Zastosowanie biomasy wedlug

wynalazku jako suplementu diety zawierajacego wysoki udziat tych kwasow thuszczowych
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w formie zwigzanej] w biomasie moze powodowal ich istotnie lepsze wchianianie

w przewodzie pokarmowym.

Tabela 5. Profil kwasow ttuszczowych odwirowanych komorek drozdzowych

BF0 BF1,25 BF2,50 BF3,75 BF5,00
[%] [%] [%] [%] [%]
C10:0 4,24 2.25 0,39 0,43 0,43
C16:0 24,64 18,69 22,14 18.78 14,97
C16:1 26,67 9,61 7.11 6.88 581
C18:0 16,12 11,59 15,25 10,44 8,10
C18:1 2833 22,90 21,92 20,63 18,72
C18:2 n-6 0,01 6.11 5.29 8,38 9,62
C18:3 n-3 (ALA) 0,01 28.84 27.91 34,46 4235

Przyklad 4 — zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako dodatku
SPOZywczego

Przygotowana biomasa drozdzy Saccharomyces cerevisiae w postaci suchej zawierajaca
wysoki udzial kwaséw C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 (ALA) moze stanowi¢ dobry dodatek
spozywczy zarowno w formie aktywnej, tj. w produktach, gdzie aktywno$¢ drozdzy nie
pogarsza ich cech sensorycznych ani przydatnosci do spozycia — np. produkty piekarskie, jak
1 w formie nieaktywnej biomasy, tj. biomasy w postaci suche;j.

Forma nieaktywnej biomasy moze mie¢ znacznie szersze zastosowanie ze wzgledu na brak
negatywnego wplywu na pogorszenie cech sensorycznych produktu oraz na wystapienie
ewentualnej fermentacji, ktéra mogtaby obnizy¢ termin przydatnosci. Forma nieaktywna jest
biologicznym nosnikiem kwaséow C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 pozwalajac na zwigkszenie
wartosci zywieniowe] produktu przy jednoczesnym braku negatywnego posmaku jetkosci
zwigzanego z obecnoscig wolnych kwasow thuszczowych. Nieaktywne drozdze wzbogacone
w kwasy C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 moga by¢ korzystnie stosowane jako dodatek do:

- jogurtéw owocowych (0,1 — 1%),

- serow dojrzewajacych (0,5 — 1%),



14

- pieczywa pszennego i pszenno-zytniego (1 — 2%),
- pieczywa zytniego (0,5 — 1%),

- pasztetow (0,5 — 2%),

- wedlin dojrzewajacych (0,1 — 3%),

- przetworéw owocowych i owocowo- warzywnych (0,1 — 1%).

Przyklad 5 — zastosowanie biomasy drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako prekursora

do otrzymywania biomasy fermentacyjnej o ulepszonych parametrach fermentacyjnych

Przygotowana biomasa drozdzy Saccharomyces cerevisiaec w postaci mleczka drozdzowego
zawierajaca wysoki udzial kwaséw C18:2 n-6 oraz C18:3 n-3 (ALA) moze stanowic
prekursor do otrzymywania biomasy fermentacyjnej o ulepszonych parametrach
fermentacyjnych.

Fermentacje okresowe przygotowano w nastepujacy sposob:

Do kolb 300ml przeniesiono ilosciowo po 10ml inokulum w postaci biomasy drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w postaci mleczka drozdzowego otrzymanego w Przyktadzie 2
inkubowanego 24h w temp. 20°C. Nastepnie dodano do kazdej probki fermentacji okresowe]
BF (Batch Fermentation) estréw etylowych kwaséw tluszczowych z oleju Inianego w ilosci:
BFO (0,00%), BF1,25 (1,25%), BF2,50 (2,50%), BF3,75 (3,75%) oraz BF5,00 (5,00%).

Fig. 1 przedstawia dynamike fermentacji dla procesow okresowych. Mozna zaobserwowac
znacznie nizszg dynamike procesu w przypadku nastawu BFO, ktory byt przygotowany z
inokulum drozdzy nie suplementowanych estrami kwasow tluszczowych. Dla nastawow
suplementowanych estrami notowano znacznie wyzsza dynamike fermentacji, maksimum

notowano w 47 godzinie procesu dla nastawu BF3,75.

Tabela 6 przedstawia wplyw suplementacji estrami etylowymi kwasow tluszczowych na
poprawe akumulacji wielonienasyconych kwasow tluszczowych: kwasu linolowego C18:2 n-
6 oraz kwasu linolenowego C18:3 n-3 (ALA) w scianie komorkowej drozdzy S. cerevisiae
oraz poprawe odpornosci na stres osmotyczny. Oznaczono znacznie wyzsze stezenie alkoholu
etylowego (11,39%) w nastawie BF5,00 zawierajagcym 5% dodatek estrow do biomasy niz

BFO (10,39%), komoérki suplementowane istotnie w wiekszym stopniu akumulowaty glicerol
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jako czynnik osmoprotekcyjny. Rowniez $rednica komorek drozdzowych w nastawach

suplementowanych znacznie réznita si¢ od wartosci uzyskanych w probie zerowej.

Tabela 6. Efekty fermentacji dla nastawdéw suplementowanych estrami etylowymi kwasow

thuszczowych z oleju Inianego

BF0 BF1,25 BF2,50 BF3,75 BF5,00
10,39 + 10,97 + 11,17 1121+ 11,39 +
Etanol [% v/v] 0,20 0,24 031 0,14 0,18
Glicerol [g -dm?]  8,11+£0,07 840+0,10 869+009 866+0,14 903+0,11
Rozmiar komérek 517, 11 5301006 5404016 5374021 5.80+024

[um]




