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INTRODUCERE

Industria berii are la nivel mondial o evolutie pozitivd, berea fiind o bautura
alcoolica atrdgdtoare, consumata cu pldcere in majoritatea tdrilor cu sau fdrd o traditie in
acest sens. Berea capatd importantd atat pentru valoarea nutritiva datoratda compozitiei
chimice complexe (glucide, vitamine, substante minerale, compusi cu azot) cat si pentru
continutul relativ scazut in alcool si valoarea sanogeneticd a acesteia. Implicit, produsele
secundare rezultate din procesul tehnologic de fabricare a berii, asa cum este drojdia de
bere reziduald, ocupda un loc important din punct de vedere cantitativ necesitand
preocupadri permanente de valorificare.

In Romania, in trecut, o mare cantitate de drojdie reziduala era folosita in hrana
animalelor. In prezent, o multime de ferme pentru cresterea animalelor au fost inchise
tacand disponibild biomasa de drojdie reziduald care este deversatda de multe ori in reteaua
de canalizare a oraselor.

Teza de doctorat cu titlul , Cercetdri privind valorificarea biomasei de drojdie
reziduald din industria berii ” este motivata de urmatoarele considerente:

. celula drojdiei de bere este chiar si dupa scaderea capacitatii fermentative o
reald si bogata sursd de beneficii pentru organismele vii datorita continutului bogat in
compusi biologic activi ;

. populatia mondiald, in continud crestere, necesitd cdutarea permanentd a
unor noi surse de hrand pentru omenire si obtinerea unor produse alimentare si
farmaceutice de calitate superioard ;

. valorificarea biomasei de drojdie reziduald ca alternativd la deversarea
acesteia in reteaua de canalizare a localitdtilor reprezinta o reald masura de protectie a
mediului, o rezolvare eficientd a unei probleme de interes major a societatii actuale ;

. o cantitate insemnatd de drojdie de bere devenitd inutild in procesul
tehnologic, dupa mai multe cicluri de fermentare, poate constitui o sursa profitabila de
venit pentru o fabrica si totodatd pentru o ramurd economica .
si-a propus prioritar obtinerea cat mai avantajoasd, eficientd, a unor compusi biologic
activi extrem de valorosi in tratarea unor boli (chiar a cancerului) cum sunt B-glucanii din
peretele celular al drojdiei si obtinerea drojdiei imbogatite cu minerale -drojdia seleniata -
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cu rol incontestabil, in prevenirea si vindecarea unor grave afectiuni si nu in ultimul rand a
cancerului, utilizdnd medii nutritive industriale.

De asemenea , lucrarea propune obtinerea unui extract de drojdie cu insusiri de
aromatizare si totodata a unui reziduu celular util in hrana animalelor, ambele ca
modalitdti de valorificare a componentelor remanente dupa izolarea glucanilor din
peretele celulei de drojdie, pentru cd s-a dorit, realmente, valorificarea completa a biomasei
de drojdie de bere reziduald si, concomitent, folosirea in acest scop a unor semifabricate
existente la nivel industrial.

In plus, prezenta lucrare propune o modalitate usoard de utilizare in industria
alimentara a produsului beta-glucanic rezultat din drojdia de bere reziduald, ca inlocuitor
de material gras la prepararea maionezelor, in scopul obtinerii unor produse cu un
continut redus de calorii.

Teza deschide noi perspective si poate prezenta interes pentru biotehnologie,
industria alimentard, farmacie si medicind. Mai mult, cercetdrile au fost gandite cu
aplicabilitate industriald, pentru a veni in sprijinul producadtorului de bere din Romania.

Strategia de cercetare s-a realizat utilizand infrastructura moderna de cercetare
apartinand urmadtoarelor institutii:

% Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea ,,Dundrea de Jos” Galati,
in special Platforma Bioaliment (Centru integrat de cercetare si formare pentru
biotehnologie aplicatd) dar si Laboratoarele de: Analize Fizico-Chimice si Microbiologice
ale Alimentelor, Biochimie si Nanotehnologii in Analize de Mediu (Microscopie
electronica);

% Institutul National de Cercetare - Dezvoltare , Delta Dunarii Tulcea
(determinarea seleniului din drojdie prin spectrometrie de masa cu plasma cuplata
inductiv - ICPMS);

% Facultatea de Horticultura din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Bucuresti (analiza cromatografici-HPLC a glucidelor si aminoacizilor);

% Fabrica de Bere , S.C. Martens S.A.” Galati.

4

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupa cum urmeaza:

0 Studiul documentar, prezinta sintetic, pe parcursul a cinci capitole, date din
literatura de specialitate, cu referire la particularitatile drojdiei utilizate in industria
berii si realizarile pe plan national si mondial privind modalitdtile de obtinere a
glucanilor din peretele celular, a drojdiei seleniate, a extractelor de drojdie si a
maionezelor cu beta-glucan.

0 Rezultate experimentale si contributii, prezintd rezultatele propriilor cercetari
privind izolarea unor compusi biologic activi (pP-glucanii) din celula de drojdie
reziduald, valorificarea acestor compusi in industria alimentard la fabricarea
maionezelor, obtinerea unor extracte de drojdie cu proprietdti de aromatizare si a
unui reziduu celular ca adaos in hrana animalelor si realizarea de biomasad de
drojdie reziduala imbogatita in seleniu.

Teza cuprinde 298 de pagini, in care sunt prezentate 64 de tabele si 169 de figuri si
pentru realizarea tezei s-au analizat 316 referinte bibliografice, majoritatea publicatii dupa
anul 2000.
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PARTEA EXPERIMENTALA

Cap. 6. Studii experimentale privind izolarea p-glucanului din peretele celular al
drojdiei reziduale din industria berii
6.1. Obiective stiintifice

* elaborarea unui procedeu de valorificare complexda a drojdiei de bere
reziduale;

* studii privind metodele de obtinere a B-glucanului din celula de drojdie si
optimizarea conditiilor de extractie a acestora din biomasa reziduald;

* cercetdri referitoare la metodele de fragmentare a peretelui celular si studiu
aprofundat al maruntirii drojdiei reziduale la moara cu bile;

* calcularea randamentului de obtinere a $-glucanului din drojdia reziduald;

* studierea obtinerii p-glucanului in paralel din doua generatii de drojdie
rezidualg;

* studiul comparativ al unor metode de determinare a P -glucanului din
drojdie;

* interpretarea datelor experimentale prin metode matematice de aproximare.

6.2.1. Materiale
Microorganisme
In experimentiri s-a utilizat drojdie de bere reziduald de fermentatie inferioara

tulpina Saccharomyces carlsbergensis (Saccharomyces uvarum), rezultatd dupd mai multe
cicluri de fermentatie (drojdie de generatie 4 si 6). Procesul de fermentare s-a desfasurat in
unitancuri cilindro-conice, de mari capacitati, sub cerul liber, in cadrul Fabricii de Bere S.C.
MARTENS S.A. Galati.
Enzime si preparate enzimatice

1. Glucozoxidaza fungici standardizatd (BELPAN GOX 10000) pentru dozarea
enzimaticd a glucozei la determinarea p-glucanului;

2. Peroxidaza pentru dozarea enzimatica a glucozei la determinarea -glucanului;

3. Amiloglucozidaza (DIAZYME X4) pentru determinarea glicogenului ca etapa in
determinarea p-glucanului;

4. Amiloglucozidaza (reactiv pur) pentru dozarea glucanilor ca fibre;

5. Tenaza (a - amilaza) pentru determinarea beta-glucanilor ca fibre.
Reactivi
Kit de dozare a p-glucanului din drojdie , Y east Beta-Glucan K-YBGL”
Alte materiale

Agenti de plasmolizd utilizati la ruperea peretilor celulari in vederea extractiei glucanilor:
a. clorura de sodiu (reactiv) dar s-a testat si sarea ca ingredient alimentar;
b. zahdrul (minimum 99,8% zaharoza).

6.2.2. Metode de analiza si de prelucrare a datelor experimentale

* Dozarea proteinelor solubile (Metoda Lowry)
* Dozarea acizilor nucleici din drojdie
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* Dozarea glucidelor reducatoare prin reactia cu acidul 3,5-dinitrosalicilic (Metoda
DNS)

* Dozarea glucozei prin cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC)

* Dozarea glicogenului din drojdie (Metoda Quain)

» Dozarea glucidelor totale (Metoda fenol-sulfurica)

* Dozarea enzimaticd a glucozei ( Metoda cu o - dianisidina)

* Dozarea beta-glucanilor din drojdie (Metoda Megazyme folosind kit-ul K-YBGL)

* Determinarea cenusii

* Dozarea proteinelor totale (Metoda Kjeldahl)

* Dozarea lipidelor (Metoda Soxhlet)

* Determinarea umiditatii drojdiei si a produselor derivate

* Determinarea viabilitatii celulelor de drojdie cu albastru de metilen

» Studiul morfologic al drojdiei prin microscopie cu scanare de electroni ( SEM )

* Metode statistice de evaluare - interpretare a datelor experimentale

6.2.3. Infrastructura de cercetare

Cromatograf HPLC, microscop cu scanare de electroni, microscop cu epifluorescentd,
microscop binocular, spectrofotometru, liofilizator, aparat Fibertec, moara cu bile, analizor
Kjeldahl, baterie Soxhlet, cuptor de calcinare, pH-metru, centrifuga cu refrigerare, baie de
apa termostat, baie de ultrasunete, congelator Ultrafrizer, termobalantd, balanta analitica si
tehnicd, agitator shaker orbital, agitator magnetic, etuva didactica, instalatie de apa purd si
ultrapura , masind de fulgi de gheata, mixer Braun MR 4000, camera Thoma, micropipete
automate.

6.3. Rezultate si discutii

6.3.1. Stabilirea unui procedeu de valorificare complexa a drojdiei reziduale

Concretizarea obiectivelor de a valorifica la maximum biomasa de drojdie reziduala
este reprezentatd concis in figura 6.8 care cuprinde materia priméa de la care s-a plecat in
desfdsurarea experimentelor (biomasa de drojdie de bere), produsele intermediare obtinute
(peretele celular, B-glucanul pastd, drojdia seleniata) si produsele finite principale ({3-
glucanul pulbere,drojdia seleniatd pulbere) plus produsele finite secundare (extractul de
drojdie si reziduul celular ) realizate in urma experientelor de laborator.

6.3.3. Metode de obtinere a B-glucanului prin tratarea chimica a biomasei de drojdie
reziduala
Analizand studiile de specialitate privind procedeele elaborate pentru obtinerea
B-glucanilor din drojdie se poate constata cd ele se pot grupa in doud categorii:

4+ procedee care au la baza un tratament chimic al biomasei in vederea solubilizarii
si purificdrii -glucanilor din celula de drojdie ;

+ procedee bazate pe fragmentarea peretilor celulari urmata de extragerea si
purificarea [-glucanilor.



[ Pregatirea biomasei de drojdie ]

il {

Fragmentarea celulei de drojdie _ Tratare cu sare de seleniu
(ruperea peretilor celulari)

M 4

Perete celular Drojdie seleniata

I 0

4’{ Tratare chimica si termica i‘ [ Tratare termica ]

I 0

B- Glucan [ Liofilizare ]
pasta

Liofilizare

Figura 6.8. Schema de valorificare complexa a biomasei de drojdie reziduala

Toate procedeele au ca principiu tratarea celulei de drojdie sau a peretelui celular cu
solutii alcaline (in special hidroxid de sodiu) si solutii acide (indeosebi acid clorhidric si
acid acetic) pentru extragerea componentelor celulare existente in celula sau perete celular
(exceptand glucanii) urmatd de separarea p-glucanului.

Din prima categorie s-au aplicat doud metode de obtinere a glucanilor din celula
intreagd de drojdie de panificatie (Jamas et al., 1996; Jordan et al., 2000) si s-a obtinut p-
glucan cu puritdti diferite din biomasa de drojdie de bere reziduald Saccharomyces
carlsbergensis. Metoda Jordan et al. (2000) a constat in tratamente repetate cu: NaOH 3%;
HCl 2,45M, 1,75Msi 0,94M; alcool etilic absolut si mai multe incdlziri pand la fierbere
urmate de repaus peste noapte cu decantare si in final, spdlare cu apa, congelare si
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liofilizare. S-a obtinut B-glucan pulbere cu o puritate de 95,17% in cazul generatiei G6 si
95,88% in cazul generatiei G4 de drojdie reziduala. Randamentele de obtinere a pulberii de
B-glucan au fost: 2,5 (G6) si 2,8 (G4) g p-glucan/100 g biomasad. Metoda Jamas et al.(1996) a
constat in tratarea biomasei cu solutii de NaOH 3% si 4% la diferite temperaturi, corectare
pH cu HCI, spdlare cu alcool etilic sau eter etilic si numeroase spaldri, centrifugari,
finalizate cu uscare la 37°C timp de 12h. S-a obtinut p-glucan pulbere cu puritatea de 93,15
%(G6) si 93,42 (G4) si un randament de 2,8 (G6) si 3,2 (G4) g B-glucan/100 g biomasa.

6.3.4. Metode de obtinere a B-glucanului bazate pe fragmentarea
peretilor celulari
Pentru a elimina operatiile multiple, timpul indelungat si consumurile, specifice
metodelor anterioare, in procesul de obtinere a B-glucanului s-a introdus o noua etapd, de
fragmentare a peretelui celular. S-a creat astfel, in plus, posibilitatea valorificdrii unor
compusi utili care nu se recupereaza din solutiile de tratare precedente.

6.3.4.1. Studiul comparativ al metodelor de fragmentare si aprofundarea metodei
de maruntire cu bile
Pentru ruperea sau degradarea peretilor celulari s-au studiat comparativ opt metode
de fragmentare mecanice si nemecanice: maruntire cu mori cu bile, mojarare, fragmentare
cu ultrasunete, congelare-decongelare, tratament alcalin, plasmoliza, termolizd, autoliza.
Eficienta metodelor de fragmentare s-a apreciat prin urmatoarele analize:
* examenul senzorial si analiza gravimetricd a sedimentului si a supernatantului, ca
taze rezultate dupd centrifugarea biomasei fragmentate;
* determinarea proteinelor solubile prin metoda Lowry - pentru a stabili cantitatea de
proteine eliberate in supernatant dupa fragmentare ;
* determinarea acizilor nucleici din supernatant ;
* determinarea viabilitatii celulelor de drojdie din sediment;
» studierea sedimentelor prin microscopie optica si electronica.
Rezultatele obtinute dupa ruperea peretilor celulari prin cele 8 metode sunt
concretizate in figurile de mai jos.
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Figura 6.47. Viabilitatea probelor de drojdie
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1.Proba de referinta
2.Soc termic la 70°C
3.Soc termic la 1000C
4 Tratare cu ultrasunete
5.Plasmoliza cu NaCl 3 %
6.Plasmolizd cu NaCl 6 %
7.Plasmoliza cu zahar 20 %
8. Congelare - decongelare
9. Mojarare
10. Tratament alcalin
11. Maruntire cu bile
12. Autoliza

Cele mai bune rezultate au dat autoliza urmata
de maruntirea cu bile.

S-a efectuat un studiu aprofundat al maruntirii la moara cu bile, de optimizare a
conditiilor de lucru, in vederea obtinerii unui efect maxim de rupere a peretelui celular. Au
fost variati urmatorii parametri: diametrul bilelor, numarul bilelor, timpul de macinare si

frecventa de macinare.
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g/100g
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9

12
Diametrul bilei, mm

Figura 6.19. Influenta numarului de bile cu
diametrul de 12 mm asupra continutului de
proteine solubile ,dupd 5 min de madcinare, la
frecventa de 30 Hz, pentru 2 generatii de drojdie

Figura 6.20. Influenta marimii bilei asupra
continutului de proteine solubile eliberate dupa
20 min de maécinare, la frecventa de 30 Hz,
utilizand 5 bile, pentru 2 generatii de drojdie
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Figura 6.21. Efectul duratei de macinare asupra
continutului de proteine solubile
eliberate in supernatant pentru drojdia G 4, la
frecventa de 30 Hz, utilizand 5 bile
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Figura 6.24. Efectul duratei de mdcinare asupra
continutului de acizi nucleici eliberati in
supernatant pentru drojdia G4 la frecventa de
30 Hz, folosind 5 bile



Varianta optimad a fost maruntirea cu un numar de 5 bile de diametru 12 mm, timp
de 20 min. la o frecventd de 30 Hz.

Modelarea procesului de fragmentare cu bile
Pornind de la datele experimentale obtinute in studiul fragmentarii drojdiei s-a
studiat posibilitatea aplicarii unui model de optimizare a conditiilor de maruntire a
peretelui celular in moara cu bile, pentru doua generatii de drojdie reziduald G4 si G6, un
model experimental de tip factorial fractional, cu scopul de a verifica dacad rezultatele
experimentului respectd regulile unui model matematic si pentru a stabili cu precizie in ce
masurd parametrii alesi influenteaza procesul de fragmentare a drojdiei.
S-a aplicat un program de modelare cu trei variabile independente (3 factori) si s-a
constatat cd modelul ales ilustreaza destul de bine procesul de rupere a peretilor celulari.

el WVariahild 93 .
Wariahild
® Nezempificatry * Nesemmificativ
% 4 B Semnificatrv 95 1 B Seramificativ
o A Factor i 5 Fa::;or
50 1 e #0 n
B
70 WAC c = 70 AT C
g 604 g e
2 5o e E 50 4 mC
2 0 “
Bz 4 [ ] 0 4 mE
20 4 0 4
*
10 4 . 104
54 57
1h T T ; f t L

3 2 a4 0 1 2 3 4 5 & 2 0 i _2|_ 4 ; 6 8 10
Variabile reprezentative Varfabile reprezentative
Figura 6.27. Efectele diametrului bilei (A), nr. de Figura 6.28. Efectele diametrului bilei (A), nr. de
bile (B), duratei mécinarii (C) si a interactiunii bile (B), duratei mécinarii (C) si a interactiunii
acestora asupra proteinelor drojdiei G4 acestora asupra proteinelor drojdiei G6

6.3.4.2. Obtinerea B-glucanului prin procedeu simplificat de tratare alcalina
a peretelui celular
Experimentul si-a propus gdsirea celor mai bune conditii pentru obtinerea unui
preparat beta-glucanic prin tratarea peretelui celular, intr-un singur pas, cu o solutie de
NaOH de o anumitd concentratie si intr-un anumit raport drojdie : solutie NaOH, la o
temperatura bine precizatd si cu o durata bine controlatd de mentinere a peretelui celular
in contact cu solutia bazica.

Tratamentul alcalin a fost aplicat peretelui celular rezultat prin autoliza respectiv
maruntire cu bile. Pentru a gasi conditiile optime de obtinere a produsului , 3-Glucan”cu
puritate si randament cat mai mare, prin metoda simplificatd, s-au aplicat mai multe
variante de lucru. Conditiile optime de extractie pot fi rezumate la temperatura de 90 °C,
concentratia 1 N a solutiei de NaOH, timpul de extractie 1 h si raportul perete celular:
solutie NaOH de 1: 5 pentru proba de perete celular obtinut prin autoliza la temperatura
de 50°C, timp de 48 h.

In figura 6.59 sunt trasate curbele de crestere a procentului de B-glucan respectiv
scadere a procentului de proteine apartinand celor trei produse derivate din drojdie in
conditiile optime de lucru. Se observa efectul mai puternic al autolizei de 48 h asupra

-11 -



continutului de glucan si proteine comparativ cu celelalte 2 metode. O rupere avansatd a
peretelui celular a condus la o extractie mai mare a proteinelor , intr-un timp mai scurt.
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Figura 6.52 . Efectul concentratiei solutiei de
NaOH asupra randamentului, a continutului de
proteine si a continutului de carbohidrati din
probele de perete celular B tratate in varianta II

Figura 6.55. Efectul temperaturii de extractie
asupra randamentului, a continutului de
proteine si a continutului de carbohidrati din
probele de perete celular C si M tratate in
varianta I ;
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Figura 6.59. Evolutia continutului de proteinesia Figura 6.60. Compozitia chimica a produsului

continutului de B-glucan din produsele derivate
din drojdie pe durata procesului de preparare a
B-glucanului in conditiile optime

B-glucan pasta ,obtinut in conditii optime, din
perete celular rezultat dupd autoliza timp de 48 h,
(g component/100g s.u.produs)

In urma tratamentului alcalin au rezultat trei produse denumite , B-Glucan pasta”
(BG, CG, MQG) caracterizate din punct de vedere senzorial si fizico-chimic astfel:
* pastd cu aspect lucios si consistenta cremoasa de sarlotd, de culoare crem sau bej,

care se desprinde de vas, fara miros

; dupa congelare pasta se denatureaza

ireversibil capatand aspect floconat, de fulgi sau peleti si se separa apa;
* compozitia chimicd raportata la s.u. este redata in graficele 6.60; 6.61; si 6.62;
* compozitia chimicd raportata la 100 g produs este precizata in tabelul 6.19;
» textura produselor s-a studiat prin microscopie cu scanare de electroni.
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Tabelul 6.19. Compozitia chimica a produselor B-Glucan pastd obtinute in conditii
optime , raportata la 100 g produs

Proba | Umiditate | B-glucan | Glicogen | Alte glucide | Proteine | Lipide | Cenusa
g % g % g % g % g % g % g %
BG 93,68 3,50 2,23 0,18 0,19 0,07 0,14
CG 93,27 3,37 2,42 0,34 0,33 0,07 0,16
MG 92,98 3,31 2,57 0,40 0,45 0,08 0,18

Aplicarea metodei ANOVA in studiul statistic al obtinerii

Studiul statistic si-a propus sd verifice daca fiecare factor cauza din fiecare varianta

scanare de electroni SEM QUANTA 200

beta- glucanului prin metoda simplificata

de 100 x respectiv 1 000 x la un microscop cu

de lucru pentru obtinerea pB-glucanului din peretele celular B are influentd semnificativa
asupra indicatorilor chimici ai produsului rezultat.

Tabelul 6.15. Aplicarea metodei ANOVA unifactoriald la varianta 1

Grupe Nr. de Suma Media aritmetica Varianta
determinari
Coloana 1 5 204,4 40,88 637,937
Coloana 2 5 202,3 40,46 882,178
Coloana 3 5 211,7 42,34 1189,423
Sursa de | Componentele | Grade de | Madsura F P- F critic
variatie variatiei libertate | variatiei valoare
Intergrupe 9,737333 2 4,868667 | 0,005391 | 0,994626 | 3,885294
Intragrupe 10838,15 12 903,1793
Total 10847,89 14
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Comparand valoarea calculata (F) cu valoarea tabelatd (Feitic) a raportului ,F” se
observa cd F < Feitic si totodatd valoarea factorului ,, P ” este superioara celei impuse
(0,05) in toate cele patru variante de lucru . Aceste doud constatdri conduc la concluzia ca
ipoteza nula se conserva ceea ce inseamna cd nu existd diferente semnificative intre cele
trei sau patru esantioane corespunzatoare fiecdrei variante.

6.3.5. Studiul comparativ al metodelor de determinare a f-glucanului
din drojdia de bere reziduala
Pentru a avea o certitudine asupra corectitudinii rezultatelor finale, in vederea evaludrii
continutului de - glucan din biomasa de drojdie de bere reziduald G4, din peretele celular
si din preparatele care contin procente mai mari sau mai mici de - glucan s-au aplicat si
studiat comparativ, patru metode de determinare a - glucanului:

+ A. Determinarea P- glucanului prin scaderea continutului de glucoza obtinutd din
glicogen din continutul total de glucoza al probei folosind metoda enzimaticd de
dozare a glucozei cu o- dianisidina

+ B. Determinarea - glucanului prin scaderea continutului de glucoza obtinuta din
glicogen din continutul total de glucoza al probei folosind pentru dozarea glucozei
metoda cromatografica cu lichide de inaltd performanta (HPLC)

+ C. Metoda enzimatica de determinare a - glucanului cu ajutorul kit-ului specific
B- glucanului din drojdie K-YBGL (Kit Yeast Beta - Glucan)

+ D. Determinarea glucanilor ca fibre prin metoda AOAC modificata pentru

RIDT A, Refaciive index Signal (ZAHARURIZ001374 B

[ < | B| o

+2000-| | o | Rl e
l T
B |
|

| : ’ ‘ ‘
i ; ‘ f | mA@BoCaD
| |

3
K
8

S

iy N 2
i ] | 50
| : | {
e § i Procentaj, 40
‘ / “ ‘ i g B-glucan/100g
i / ;‘ [ ‘ 30
1 |/ é | : s.u.produs
<ooo-] |/ 3 derivat 20
| . L /o “"‘ 0!
i o VA AV DBA B C M BG CG MG
i N ‘ Produse derivate din drojdie reziduala
Figura 6.66. Cromatograma probei de Figura 6.68. Rezultatele comparative ale determinarii
glucoza totald din - glucan BG (timp continutului de - glucan din probele de drojdie si produse
retentie 7,65 ; aria peak 808299) derivate prin metodele A, B, C, D.

6.4. Concluzii partiale

1. S-a elaborat o schemd de valorificare complexa a biomasei de drojdie reziduala din
industria berii care sda conducd la obtinerea a doua produse beta-glucanice (3-Glucan
pulbere si B-Glucan pastd ), a unui extract de drojdie cu insusiri de aromatizare si a unui
reziduu celular ca supliment furajer si obtinerea unui biopreparat de drojdie seleniata.
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2. In vederea pregétirii biomasei pentru extragerea B-glucanilor s-a efectuat fie o tratare a
drojdiei cu o solutie de Na2COs de diferite concentratii cu scopul dezamararii fie o spdlare
repetatd a biomasei cu apa, obtinand un randament in substanta uscata de 72-73% in cazul
spaldrii si 61-63% in cazul dezamararii.

3. S-a dovedit cd se poate obtine B-Glucan din drojdie de bere reziduald, de fermentatie
inferioard, specia Saccharomyces carlsbergensis, de generatie 4 sau 6 prin procedee laborioase
de tratare chimicd a biomasei, cand rezultd produse beta-glucanice (de posibil uz
farmaceutic) cu puritate 93-95% si randament 2,5-2,8% g p-glucan /100 g biomasd, sau prin
procedee simplificate de tratare alcalind, intr-un singur pas,a peretelui celular, cind rezulta
produse beta-glucanice cu puritate de 47-55% (de posibil uz alimentar) si randament 1,4%.
4. S-a realizat un studiu experimental al fragmentdrii drojdiei reziduale, aplicind opt
metode de rupere a peretilor celulari, din care autoliza urmatad de maruntirea cu bile au
dat cele mai bune rezultate.

5. S-a efectuat un studiu aprofundat al maruntirii drojdiei la moara cu bile (conditii optime:
diametrul bilei 12 mm, numar de bile 5, durata 20 min., frecventa 30 Hz) si s-a demonstrat
cd datele experimentale obtinute respecta regulile unui model matematic de optimizare.

6. S-au stabilit conditiile optime de izolare a (-glucanului prin procedeul simplificat:
temperatura 90°C, concentratia 1IN NaOH, durata 1 h si raportul proba : NaOH 1:5.

7. S-a efectuat un studiu comparativ al rezultatelor obtinute prin extragerea (-glucanului
din doua generatii de drojdie G 4 si G 6, inregistrandu-se valori apropiate la toti indicatorii.
8. Studiind patru metode de determinare a B-glucanului din drojdie, s-a constatat cd s-au
obtinut : cele mai mici valori ale continutului de -glucan prin metoda de determinare a
tibrelor -AOAC modificatd si cele mai mari valori prin metoda de determinare cu ajutorul
kit-ului K-YBGL.

9. Prin modelare matematica si calcul statistic Anova s-a confirmat influenta unor factori
semnificativi asupra madcindrii cu bile si in tratarea alcalind a peretelui celular, pentru
obtinerea -glucanului.

Cap. 7. EXPERIMENTARI PRIVIND VALORIFICAREA COMPUSILOR DIN
CELULA DE DROJDIE REZIDUALA

7.1. Obiective stiintifice

* elaborarea unei retete de preparare a maionezelor cu un continut scazut de calorii
avand p-glucanul ca inlocuitor de material gras;

* studiu referitor la influenta P-glucanului asupra caracteristicilor senzoriale,
tizico-chimice si microbiologice ale maionezelor;

e cercetdri privind comportarea din punct de vedere reologic a [-glucanului ca
ingredient al maionezelor;

* studii cu privire la obtinerea unui extract de drojdie cu insusiri de aromatizare si a
unui reziduu celular pentru hrana animalelor ca produse secundare obtinute dupa
separarea B-glucanului;

* calcularea randamentului de obtinere a extractului de drojdie reziduald si a
reziduului celular.
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7.2.1. Materiale
Microorganisme
Drojdie de bere reziduald dezamaratd avand caracteristicile din capitolul 6.
Medii de culturd
Mediul BCA (Bulion de carne cu agar) a fost utilizat pentru determinarea numarului
total de germeni din maionezele obtinute prin substituirea materialului gras cu p-glucan.
Mediul BCA a fost sterilizat timp de 20 minute la temperatura de 115 °C.
Alte materiale
a. Zahar tos cristal utilizat ca adaos la obtinerea extractelor cu insusiri de aromatizare
b. Ingrediente pentru maioneza : preparat beta-glucanic pasta, galbenus de ou, ulei rafinat de
floarea soarelui, sare iodatd de masd, otet alimentar din vin, mustar de masd, piper alb
madcinat.
7.2.2. Metode de analiza
* Determinarea continutului de grasime din maioneze (Metoda Bligh si Dyer)
* Determinarea numarului total de germeni prin metoda Koch (Metoda culturala)
7.2.3. Infrastructura de cercetare

In plus de cap. 6 : Reometru, concentrator sub vid, centrifuga de laborator, etuva controlata
electronic, nisa microbiologica cu flux laminar, autoclav de laborator.

7.3. Rezultate si discutii

7.3.1. Utilizarea p-glucanului din drojdia reziduala ca inlocuitor de material gras in
maioneze

7.3.1.1. Prepararea maionezelor cu B-glucan
Daca B-Glucanul pulbere cu 95% puritate poate fi folosit in scopuri farmaceutice,
produsul pB-Glucan pasta, de mai micd puritate, continand in plus glicogen si o oarecare
cantitate de proteine, poate fi utilizat in industria alimentara participand cu diferite roluri
la compozitia unor alimente.

B-Glucanul din drojdie are o mare vascozitate, capacitate de retinere a apei,
capacitate de legare a uleiului si de stabilizare a emulsiei si, in plus, f-glucanul este foarte
putin utilizat in tractul digestiv uman functiondnd ca aliment non-caloric (Thammakiti et
al., 2004). Din aceste considerente acest produs poate fi propus si ca inlocuitor de material
gras in maioneze si ca agent de ingrosare si de stabilizare a acestora.

S-au preparat astfel patru probe de maioneza de 200 g fiecare, notate:

0 Z0 - proba martor (fara p-glucan);

0 Z1-probaincare p-glucanul a inlocuit 25% din ulei;

0 Z2 -probaincare P-glucanul a inlocuit 50% din ulei;

0 Z3 -probaincare p-glucanul a inlocuit 75% din ulei.

Retetele de fabricatie ale maionezelor sunt indicate in figura 7.1. In final, maionezele au
fost impadrtite in cantitati egale si transferate aseptic in recipiente de sticla sterile acoperite
cu capac. Un set de probe a fost introdus in frigider la temperatura de 4 - 6°C (Z F), celdlalt
set a fost ldsat la temperatura camerei 25 - 30°C (Z C).

Noile produse preparate au fost caracterizate din punct de vedere senzorial, fizico-
chimic, reologic si microbiologic.

-16 -



mZ0mZ1EZ20Z3
100% - 705
Zgz" 7 3y 3 p3g P72 3 875
0 41,07
70% - 61,61
) 60% | [0:39 0,35 0,36 0,72 7,32
S 50% -
g 40% -
=W
30% -
20% -
10% -
0% -
piper zahar mustar sare galbenus otet ulei beta-
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Figura 7.1. Retetele de fabricatie ale probelor de maioneza
Analiza fizico-chimica si microbiologica

Tabelul 7.4. Compozitia chimicd a probelor de maioneza

Proba | Umiditate, | Grasime, Glucide, Proteine, | Cenusa,
%, /g %, g/ %, g/ %, g/ %, g/
Z0 11,04 85,12 1,74 1,42 0,68
Z1 30,31 64,34 3,10 1,51 0,74
Z2 49,40 43,83 4,33 1,64 0,80
Z3 68,06 24,05 5,31 1,73 0,85

Probe de maioneza

B Laozi ®La63 zile, camera # La 91 zile, frigider

Figura 7.2. Evolutia pH-ului pe durata pastrarii probelor de maioneza
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7.3.1.3. Studiul reologic al maionezelor cu p-glucan
Au fost efectuate masurdtori reologice cu reometrul AR 2000 Ex - TA Instrument
CMT prevdzut cu un senzor de 40 mm diametru si unghiul conului de 2°. Toate probele au
fost masurate la 259C si la o inchidere de 0,05 mm.
Experimentul a constat in aplicarea unor forte de forfecare asupra celor patru probe
de maioneza si urmadrirea efectelor acestora.
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Figura 7.3. Stabilitatea
probelor de maioneza la
cald si la rece
Cea mai mare stabilitate
la cald o are proba Z2 cu
50% P-glucan (77 zile),
urmatd la egalitate de
probele cu 25% si 0%
B-glucan (70 zile), cea
mai mica stabilitate
avand proba cu 75%
B-glucan (63 zile).
Figura 7.4. Valoarea
energeticd a maionezelor cu
B-glucan

Este vizibila scdderea
aportului de calorii, cu
circa 24% a probei Z1 fata
de proba martor, cu 47%
a probei Z2 si cu 70% a
probei Z3.

Figura 7.5. Numarul total
de germeni al probelor de
maioneza pastrate la
temperatura camerei
Dupad 63 de zile, NTG al

probei Z0 descreste si
creste NTG al celorlalte
probe de circa 2 sau 3 ori.
Reducerea incarcarii
microbiene a probei
martor a fost, probabil,
efectul solubilizarii
acidului acetic in faza
uleioasa.



S-a urmadrit comportarea maionezelor la curgere din punct de vedere al urmatorilor
indicatori: vitezd de forfecare(y), tensiune de forfecare sau tensiune deformatoare(o),
vascozitate dinamicd(n), modul de depozitare (inmagazinare, stocare) a energiei G ’ ,
modul de pierdere a energiei G ”, frecventa unghiulara si unghiul de faza ,tan 6”(G"”/G’)
(functie care caracterizeaza descrierea comportarii vascoelastice).
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Figura 7.7. Curbele de curgere ale probelor de maioneza masurate la 25°C.
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Figura 7.10. Spectrul mecanic
dinamic al probei de maioneza Z2
masurat la 0,5% deformare si 250C

Un continut de 50% p- glucan
poate madri valoarea energiei
stocate probabil datoritd unei
stabilizdri a retelei formate cu o
cantitate mai mare de poliglucid,
care poate fi astfel considerat un
stabilizator.

Figura 7.13. Unghiul de faza (tan d)

al probelor de maioneza masurat la
0,5 % deformare si 25°C

Toate maionezele sunt foarte
stabile avand chiar valori
suprapuse pe o mare parte din
intervalul de frecventa studiat ;
se diferentiaza dupd 60 Hz cand
apar modificdri majore ale
unghiului de faza tan d.



Concluzii

Adaugarea B-glucanului in maioneza ca inlocuitor de material gras in diferite proportii
afecteaza putin culoarea si aspectul acesteia dar maioneza ,light” obtinuta (cu un aport
redus de calorii) reprezintd un bun aliment dietetic.

Numadrul total de germeni al maionezelor este corespunzator standardelor in vigoare si
a crescut in timp, atingand valori maxime in intervalul 375 - 405 cfu/g, dupad 77 zile de
mentinere la temperatura camerei si 119 zile la temperaturi de refrigerare.

Prin inlocuirea grasimii in proportie de 25%, 50% si 75% cu [-glucan, maionezele
obtinute si-au pdstrat caracterul de fluid nenewtonian cu o comportare tixotropicd, pe
intreg domeniul vitezei de forfecare 0- 300 s, dar cu marirea vitezei de forfecare scade
vascozitatea tuturor probelor analizate.Calculand indicele de tixotropie al curbelor de
curgere a maionezelor s-a constatat ca proba cu 50% [- glucan prezintd cea mai mare
stabilitate structurala iar proba cu 75% p- glucan are cea mai micd stabilitate, in intervalul
de frecventd 0 - 100 Hz.

7.3.2. Produse secundare obtinute prin extragerea -glucanilor din drojdia reziduala

7.3.2.1. Extract de drojdie reziduala cu proprietati de aromatizare

In urma procesului de autoliza lent (24h sau 48h), necesard pentru obtinerea peretelui
celular, dupa centrifugare, a rezultat un supernatant destul de bogat in compusi nutritivi
eliberati prin hidroliza cu enzime endogene. Valoarea acestui extract din drojdie a
determinat propunerea unor modalitati de valorificare, concretizate in folosirea acestuia ca:

* adaos al mediilor de cultura pentru microorganisme ;

* sursd de azot si vitamine pentru microorganisme in biotehnologie ;

» extract de drojdie cu insusiri de aromatizare dupa addugare de zahadr ;

* sursd de 5’ ribonucleotide utilizate ca potentiatori de aroma.
In prezentul studiu, s-a preparat un extract de drojdie cu insusiri de aromatizare (fig.7.18),
avand compozitia chimicad prezentatd in tab. 7.7 iar randamentele de obtinere in fig. 7.19.

Tabelul 7.7. Compozitia chimicd a extractelor obtinute dupa extragerea glucanului
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Proba Proteine, Glucide, Lipide, ARN, Cenusa,
% S.U. % S.U. % S.U. % S.U. % S.U.
Ex 24 68,64 19,49 0,63 3,29 7,85
Ex 48 70,43 16,5 0,75 3,55 8,62
mEx 24 Figura 7.19. Randamentele de
mEX 48 obtinere a extractelor de drojdie
ra l S 222 reziduala
e
— T R1-g extract concentrat/100g
t x I biomasa de drojdie reziduala
5 |s2ps R2-g extract liofilizat /100 g
ERCEN | biomasi de drojdie reziduald
s 28 R 3 - g s.u. extract concentrat /100
Bl — gs.u. biomasa de drojdie reziduald
0 20 20 60 %0 100 120 R4 - g s.u. extract liofilizat /100 g
Procenta s.u. biomasd de drojdie reziduald
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in raport de 1:1 reziduald dezamadrata G4

fata de drojdie
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substanta uscata

Fierbere pe baie de apa la 100°C timp de 30 min

Concentrare sub vid v
I Sediment cu
Extract de drojdie concentrat pereti celulari

Figura 7.18. Schema de obtinere prin autoliza a extractului de drojdie
cu proprietati de aromatizare

7.3.2.2. Reziduu celular pentru hrana animalelor

Dupa tratarea peretelui celular cu solutie de NaOH de concentratie 1N in vederea
obtinerii B-glucanului, dupad centrifugare, se obtine un supernatant (SN) in care se vor
regdsi, in special, proteine extrase din peretele celular dar si unele glucide, lipide si acizi

nucleici.
Supernatantele care contin proteine sunt cele rezultate dupa prima centrifugare (C)

sau prima spalare (S), pentru ambele probe B sau C, reprezentand perete celular obtinut

dupa 48 h, respectiv 24 h de autoliza.
Compozitia chimicd le recomanda ca adaos de furajare in hrana animalelor (srot).

Tabelul 7.10. Compozitia chimicd a resturilor obtinute din perete celular

Proba Proteine, Glucide, Lipide, ARN, Cenusa,

% S.U. % S.U. % S.U. % S.U. % S.U.
Sr24 C 63,38 20,76 0,56 3,09 12,08
Sr24S 62,05 24,12 0,28 1,50 11,90
Sr48 C 63,46 20,25 0,52 3,59 11,98
Sr48S 59,27 27,81 0,22 1,55 11,05
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Cap. 8. CERCETARI PRIVIND OBTINEREA DE BIOMASA DE DROJDIE
REZIDUALA IMBOGATITA IN SELENIU

8.1. Obiective stiintifice

* elaborarea unui procedeu de imbogaitire a drojdiei reziduale cu seleniu si
optimizarea conditiilor de seleniere;

* studii privind influenta factorilor de mediu asupra procesului de acumulare a
seleniului in celula de drojdie;

* cercetdri referitoare la utilizarea unor medii nutritive industriale (mustul de malt si
apele de spdlare a borhotului) pentru cultivarea drojdiei reziduale in vederea
selenierii;

* studierea influentei seleniului din mediul nutritiv asupra capacitatii de multiplicare
a drojdiei pe durata procesului de seleniere;

» studiul modalitdtii de legare a seleniului de celula levuriang;

e calcularea randamentului de metabolizare a seleniului si de transformare a
biomasei in drojdie seleniatd;

* interpretarea datelor experimentale prin metode statistice.

8.2.1. Materiale

Microorganisme

Drojdie de bere reziduald nedezamarata (G5) , cu caracteristici senzoriale inferioare
drojdiei utilizate in cap. 6 (culoare cafeniu inchis, aspect de suspensie mult mai fluidd, cu
umiditate mult mai mare).
Medii nutritive

1. Mustul de malt

Pentru ca rezultatele experimentale s conduca in final la o solutie usor de aplicat in
practicd, la nivel industrial, s-au creat conditii de lucru cat mai apropiate de cele uzinale si
s-au utilizat materii prime existente in fabrica de bere - must de malt fara hamei din
cazanul de fiert si ape de spdlare a borhotului din cazanul de filtrare.

Tabelul 8.3 . Caracteristicile mustului de malt industrial utilizat

Caracteristica Valoare
Extract primitiv 11 grade Plato
pH 55
Culoare 6,2 unitati EBC
Aciditate 1,1 mL NaOH 1N la 100 mL must
Retetd de fabricatie 75 % malt , 25 % porumb

2. Apele de spdlare a borhotului

Sub denumirea de , ape de spdlare ” sunt privite portiunile de apa caldd, care se
recupereaza la epuizarea borhotului din cazanul de filtrare a plamezii de malt. Continutul
in extract al acestor ape a fost de 6 %. Apele de spalare reprezinta un mediu nutritiv sdrac
pentru dezvoltarea drojdiei in vederea selenierii dar s-a propus utilizarea lor, pentru a
compara capacitatea de absorbtie a seleniului in medii diferite si pentru incercarea de
valorificare a lor ca produs rezultat din procesul de fabricare a berii.
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3. Mediu de cultura pentru drojdii
S-a preparat si sterilizat in laborator mediul Wickerham, specific drojdiei de bere.
Alte materiale
Selenitul de sodiu.
8.2.2. Metode de analiza
* Determinarea seleniului din drojdie prin spectrometrie de masa cu plasma cuplata
inductiv (ICP - MS)
* Determinarea aminoacizilor liberi prin cromatografie HPLC
* Determinarea maltozei prin reactia cu acidul 3,5 -dinitrosalicilic (Metoda DNS)
* Determinarea concentratiei de celule de drojdie din medii lichide (Metoda
spectrofotometrica)

8.2.3. Infrastructura de cercetare
In plus de cap. 6 i 7 : spectrometrul ICP-MS, refractometru portabil, zaharometru.

8.3. Rezultate si discutii

8.3.1. Stabilirea unui procedeu de obtinere a drojdiei seleniate din drojdie reziduala
utilizand medii nutritive industriale

Cunoscand tehnica obtinerii drojdiei seleniate pornind de la cultura pura de drojdie
de panificatie Saccharomyces cerevisiae, cultivata in medii nutritive preparate in laborator
(Nagodawithana et al., 1985; Suhajda et al., 2000; Varga, 2003; Kaur si Bansal, 2006; Ionita et
al., 2008; Yin et al., 2009), in prezenta lucrare experimentald, s-au studiat posibilitatile de
imbogatire cu seleniu a drojdiei de bere Saccharomyces carlsbergensis — biomasa reziduald,
cultivatd in medii nutritive industriale.A fost monitorizatd influenta mai multor factori
asupra cantitdtii de seleniu incorporatd, stabilindu-se conditiile optime de acumulare a
mineralului, s-a verificat modalitatea de legare a acestui semimetal de celula drojdiei, s-a
urmarit capacitatea de multiplicare a celulelor pe durata selenierii si s-a calculat
randamentul de metabolizare a seleniului si de transformare a substratului in biomasa de
drojdie imbogdtitda in seleniu. Procedeul adoptat de obtinere a drojdiei seleniate este
prezentat in fig. 8.7. Produsul obtinut a fost liofilizat, rezultand in final pulbere de drojdie
seleniatd avand compozitia chimica prezentatd in fig. 8.8.

Figura 8.8. Compozitia

Alte saruri
Magneziu| | Fier 0.01%SU minerale 5,65%su : chimicd a drojdiei seleniate
’ Seleniu total

0,07%su 0.12%su pulbere (g component /100

Lipide 2,33% su g s.u. drojdie).

ARN 7,3%su

Apa 1,77%su

Glucide 25,81%su

Proteine
56,94%su




Pregdtirea unui mediu nutritiv pentru drojdie
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Figura 8.7. Schema operatiilor de obtinere a drojdiei seleniate
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8.3.2. Studiul influentei unor factori de mediu asupra procesului de imbogatire cu
seleniu a drojdiei reziduale

Influenta temperaturii si a concentratiei de seleniu asupra procesului de seleniere

Din figura 8.9 se deduce capacitatea de absorbtie a drojdiei la temperatura de 20°C sau
30°C, cand este cultivatd in mediul Wickerham (W), must de malt (M) sau ape de spalare
(A), la diferite concentratii de selenit in mediu (CSel). La 30°C comparativ cu 20°C, SeT la
CSel 30 ppm a crescut cu 48,7% (W), cu 65,2% (M) sicu 72,1% (A).

e
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Continutul total de seleniu (SeT) al
drojdiei seleniate, ppm

Continutul de selenit de sodiu al mediului (CSel), ppm

Figura 8.9. Variatia continutului total de seleniu al drojdiei seleniate la temperatura de 20°C si 30°C
dupd 24 h, pentru trei medii nutritive cu 2% biomasa si o concentratie de 0-180 ppm Na;SeO;
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I 45
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Figura 8.12.Variatia continutului de seleniu anorganic al drojdiei seleniate la temperatura de 20°C
si 30°C, dupa 24 h, pentru trei medii nutritive, cu 4% biomasa si concentratia 30-180 ppm NaxSeOs
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Influenta mediului si a concentratiei de seleniu asupra procesului de seleniere

Luénd in considerare faptul cd Se legat organic este mai bine asimilat de organismul
uman decat cel anorganic, s-a urmarit in continuare si evolutia Se organic, in functie de
aceiasi factori care au fost studiati si la Se total.

]
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S
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-
=
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o
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o o
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% ® WT W O MT M O AT AO
it ® 30 ppm 895,34 820,13 703,12 629,99 515,81 404,39
=
] o60 ppm | 1212,35 1080,2 989,78 864,07 723,78 542,11
e
"E“ m9o0 ppm | 1423,54 1247,44 1190,89 1026,54 971,89 691,01
S @ 120ppm | 1534,38 1318,79 1342,42 1119,57 1071,03 719,73
m 150ppm | 1605,08 1361,1 1459,73 1202,81 1155,23 748,58
@ 180ppm | 1670,64 1396,65 1526,17 1223,98 1213,87 768,37
Mediul nutritiv

Figura 8.13. Variatia continutului total de seleniu si al seleniului organic al drojdiei seleniate
pentru 3 medii cu 4% biomasa, dupa 24 h, la 20°C si concentratia 30-180 ppm Na>SeOs
WT, WO, MT, MO, AT, AO - continut de Se total respectiv Se organic al drojdiei din
mediul Wickerham, must, ape de spdlare

Se constatd ca mediul Wickerham asigura conditii optime de asimilare a Se de citre
drojdie, atat prin necesarul de hranad cat si prin substratul glucidic asigurat.

Pe madsura cresterii CSel, scade si proportia de Se organic, mult mai drastic in cazul
apelor de spdlare. La o crestere a CSel de 6 ori, Se total creste de 2,3 ori iar Se organic din
ape creste doar de 1,9 ori, ceea ce dovedeste inutilitatea suplimentdrii apelor de spdlare cu
cantitati prea mari de NaxSeOs.

Influenta proportiei de biomasa de drojdie si a concentratiei de seleniu asupra
procesului de seleniere

Din figura 8.15 se constatd cd pe mdsura cresterii procentului de biomasa de la 2% la
10%, SeT scade cu 12,7% (M) sicu 24% (A), la Csel 30 ppm si scade cu 13,5% (M) si creste
cu2,6% (A) la Csel 180 ppm.

In cazul apelor, un extract mai mic, in acelasi interval de timp poate fi consumat mai
rapid, lasand loc, probabil, mai mult unui proces adsorbtiv, care nu mai respectd regulile
procesului de acumulare din mediul cu extract mai mare, astfel incat SeT creste, datorita
unei cantitati mai mari de Se anorganic.
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Figura 8.15. Variatia continutului total de seleniu al drojdiei seleniate pentru 2 medii industriale
cu 2,4,10% biomasa, dupa 24 h, la temperatura de 30°C si o concentratie de 30-180 ppm NaxSeOs

Influenta duratei de cultivare a drojdiei si a concentratiei de seleniu asupra procesului
de seleniere

SeT dupad 24 h a fost mai mare decat SeT dupa 12 h, cu 40,5% (M) si 38,5% (A), la CSel 30
ppm, ceea ce arata ca in timp, viteza de acumulare se mentine aproximativ constantd in
ambele medii. La CSel de 6 ori mai mare, SeT in 24 h creste de 1,7ori (M) si 2,1 ori (A) iar in

12 h creste de 1,6 ori (M) si 2 ori (A).
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Continutul de 1200+
SeT din drojdia 10004
seleniata, ppm

M24

M12 Durata de
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60 n medii
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Figura 8.16. Variatia continutului total de seleniu al drojdiei seleniate dupa 12 h si 24 h, la 30°C,
pentru doud medii industriale cu 10% biomasa si concentratia 30-180 ppm NaxSeOs
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Figura 8.17.Variatia continutului total de seleniu si al seleniului organic al drojdiei seleniate dupa
12 hsi 24 h,1a 30 °C, pentru ape de spalare cu 10% biomasa si concentratia 30-180 ppm NaxSeOs

Influenta pH -ului mediului nutritiv si a concentratiei de seleniu asupra procesului de
seleniere

Din figura 8.19 reiese ca pH-ul influenteaza ambele tipuri de procese de acumulare a Se :
absorbtiv-de patrundere in interiorul celulei si adsorbtiv-de depunere pe suprafata celulei.
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Figura 8.19. Variatia continutului total de seleniu si al seleniului organic al drojdiei seleniate la pH
variabil, dupa 24 h, la 30 °C, pentru ape de spalare cu 10% biomasa si 120 ppm NaxSeOs

La valori scazute de pH, sunt mai intense ambele procese, rezultand cantitdti maxime
de Se organic si Se anorganic, la pH = 3, si cantitdti minime la pH=>5. Prin cresterea pH-ului
de la 3 la 5, continutul de Se din drojdie a scdzut cu circa : 30% SeT, 25% Se anorganic si
14% Se organic.
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8.3.3. Studiul capacitatii de multiplicare a drojdiei pe durata procesului de seleniere a
drojdiei reziduale
Monitorizarea procesului de multiplicare a drojdiei in timpul operatiei de
imbogdtire cu seleniu s-a realizat pe doua cai principale:
» studiul acumuldrii de biomasa pe durata procesului de seleniere ;
» studierea consumului de glucide reducdtoare pe durata selenierii.

Studiul acumularii de biomasa pe durata cultivarii drojdiei in medii cu seleniu

S-au aplicat, pentru relevantd, trei metode de analiza a acumuldrii de biomasa :
A. masurarea spectrofotometrica a densitatii optice, la o lungime de unda, A =550 nm;
B. numadrarea directa a celulelor viabile si neviabile cu ajutorul camerei Thoma ;

C. aprecierea cantitatii de biomasd dupd centrifugarea suspensiilor si determinarea
umiditdtii sedimentelor.

BA12hEMI12hOA24hEM24h Figura 8.21.Variatia
numadrului de celule neviabile
de drojdie , la temperatura de
30°C, dupa 12 hsi24 h,
pentru ape de spalare si must
de malt cu 10% biomasa si
concentratii diferite de
Na25e03
01, 0f - proba martor fara
Concentratia de selenit a mediului, ppm seleniu inaintea cultivarii
respectiv dupad cultivare

8-

7,51
Celule neviabile, % 7+

6,51

ODA12hEM12h NA2hEM24h Figura 8.23. Variatia
acumuldarii de biomas3, la
8 temperatura de 30 °C, dupa
74

12 h si 24 h, pentru ape de
spalare si must de malt cu 2%
biomasd si concentratii
diferite de NaxSeOs

Acumularea de biomasa,
g s.u. drojdie /L
'S

RRR KRR R

0 30 60 90 120 150 180

Concentratia de selenit a mediului, ppm

Initial, inaintea cultivarii, toate probele aveau un continut de celule neviabile de 7%.
Dupad cultivarea in medii fara selenit (probele martor), continutul de celule moarte a
scazut, datoritd aparitiei celulelor tinere, ajungand la un procent cuprins in intervalul de
6,6...6,8 % (10% biomasd) si 2,9...5,2% (2% biomasd). Este evidenta scaderea capacitatii de
multiplicare cu cresterea procentului de biomasa.

O cantitate mai mare de extract in mediu reduce influenta negativa a concentratiilor
mari de Se asupra capacitatii de multiplicare a drojdiilor.
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In intervalul 12 - 24 h, acumularea de biomasd este mai mare decit acumularea de
biomasd din primele 12 h, ceea ce corespunde comportdrii normale a unui microorganism
care se acomodeaza mai intai cu mediul de cultura.

Studierea consumului de glucide reducatoare pe durata selenierii
Capacitatea de multiplicare a drojdiei a fost studiatd si prin determinarea consumului de
substrat glucidic, concretizat in continutul de zahar reducdtor exprimat in glucoza
(continut de « glucozd ») sau in maltoza (continut de « maltoza »), remanent in mediu la
tinalul perioadei de cultivare a drojdiei.
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Figura 8.27. Multiplicarea celulelor de drojdie din must respectiv ape de spdlare imbogatite cu
NaySeO; (30 ppm ) la temperatura de 30°C si o concentratie in biomasa de 10 % in timp de 24 h
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Figura 8.29. Multiplicarea celulelor de drojdie din must respectiv ape de spdlare imbogitite cu
NaxSeOs (30 ppm ) la temperatura de 30°C si o concentratie in biomasa de 2 % in timp de 24 h
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La finalul procesului de seleniere, s-a confirmat cresterea capacitatii de multiplicare
a drojdiei concomitent cu scdderea procentului de biomasd inoculatd, prin madrirea
consumului de glucid reducdtor pe durata selenierii.

In 24 h de seleniere, consumul de glucid reducitor exprimat in glucozi a fost
aproape dublu cand mediile industriale au fost cultivate cu 2% biomasd, comparativ cu
10% biomasa, desi cantitatea de biomasa initiald a fost de cinci ori mai mica.

8.3.4. Studiul modalitatii de incorporare a seleniului in celula de drojdie
Influenta seleniului asupra continutului de aminoacizi liberi din drojdia seleniata

1401
120

1004
Continut de
L 801
aminoacid, ug/ 60
100 g su drojdie

404
204

O«
MO

Metionina

Cistina
M1

S1

S2
Probe de drojdie

Figura 8.33. Variatia continutului de cistind si metionina la cultivarea
drojdiei in ape de spdlare imbogatite cu selenit de sodiu

Tabelul 8.13. Evolutia continutului de aminoacizi liberi din drojdia seleniatd la diferite doze
de selenit de sodiu in apele de spalare

Aminoacid, Proba martor Proba ProbaS1 Proba S 2
pg/100g MO martor M1 | Drojdie seleniata | Drojdie seleniata
S.U. drojdie Drojdie Drojdie pH3 pH 3
necultivata cultivata 30 ppm Na>SeO; | 120 ppm NaxSeOs
Acid aspartic 2239 16,4 42,4 30
Acid glutamic 171 164 326,6 322,4
Serina 231,6 26,9 57,6 50,9
Histidina 321,6 16,9 78,5 76,6
Glicina 124 7,3 30,3 30
Treonina 28,9 12,8 17 39,3
Alanina 161,8 87,6 238,8 236,6
Arginina 135,6 66,1 127,5 1074
Tirozina 256,2 15 34,6 27,9
Valina 159,3 45 72,4 57,8
Fenilalanina 349,7 35,1 78,4 58,8
Izoleucina 329,5 32,2 64,4 48,8
Leucina 164,3 64,3 132,2 112,7
Lizina 142,3 28,5 38 30,5
Prolina 159,2 20,8 38,3 31,8
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Comparand continutul total de aminoacizi liberi al drojdiei reziduale cultivate in
mediu fdarda selenit cu al drojdiei cultivate in ape de spalare cu 10 % biomasd, la
temperatura de 30°C, timp de 24 h, la pH=3,0 - 5,0 si o concentratie in selenit de sodiu de
30 ppm si 120 ppm s-au constatat cresteri ale acestuia in mediul seleniat in raport de
1,1 - 4,6 si un raport de crestere de 1,3-2 pentru metionina si cistina.

Prin cresterea continutului de aminoacizi cu sulf (cistina si metionina), cat si a
celorlalti aminoacizi liberi din drojdia seleniata, se poate vorbi de o forma organica de
legare a seleniului in celuld, prin inlocuirea atomului de sulf cu atomul de seleniu,
respectiv incorporarea mineralului in alte macromolecule biologice, influentand procesele
de biosinteza a proteinelor.

8.3.5. Calcularea randamentelor specifice procesului de seleniere

Randamentul de metabolizare a seleniului din mediul de cultura

Se din mediu

100+

Randament de
metabolizare Se, g
Se acumulat/100g

604

30 60 90 120 150 180
Concentratia de selenit a mediului, ppm

Raport de
transformare

3,5
34
2,54
2d

1,54

30 60 90 120 150 180

Concentratia de selenit a mediului, ppm

-32 -

Figura 8.39. Variatia
randamentului de
metabolizare a seleniului la

temperatura de 30°C
pentru mediile industriale cu

10 % biomasa

Cel mai mare randament
de utilizare a seleniului il
are drojdia cultivatd in
must de malt cu 10%
biomasd, in timp de 24 h, la
o concentratie minimd in
selenit de 30 ppm (93,9%).

Raportul de transformare a drojdiei reziduale in drojdie seleniata

Figura 8.42. Variatia
raportului de transformare a
drojdiei reziduale in drojdie
seleniatd la temperatura de

300C pentru mediile

industriale cu 2 % biomasa

Capacitatea maxima de
multiplicare a drojdiei (de
3,4 ori), se dovedeste a fi in
mustul de malt, cu o
concentratie de 30 ppm
NaxSeOs si 2% biomasa ,in
timp de 24h.



8.3.6. Metode statistice de evaluare - interpretare a procesului de seleniere

Model de optimizare de tip factorial la imbogatirea drojdiei reziduale cu seleniu

1.In prima etapé s-a aplicat un program de modelare cu sase variabile independente (sase
factori), pentru a evidentia influenta acestora asupra continutului total de seleniu (SeT) din
drojdia imbogatitd in minerale, indicator chimic reprezentat de variabila dependenta Y.
Factori: concentratia de selenit a mediului nutritiv (CSel) - Xi(A); natura mediului de
cultivare - Xz (B); temperatura de seleniere - X3 (C); durata selenierii - X4 (D); cantitatea de
biomasa de drojdie supusa selenierii - X5 (E); pH-ul mediului de cultura - Xe (F).

Modelul matematic a fost exprimat prin urmatoarea ecuatie polinomiala:

Y =1371,7 + 601,6 X1 + 297,7 X2 + 444,5X5 + 463,8X4 - 168,9X5 - 709,6 Xe +54,9X1X2 +
+ 13,3 X1X3 +143,9 X 1X4 +0,6 X1 X5 + 58,8 XoX3 + 88,8 XoXs-48,6X 2X5+ 5,6 X 3X5 - 6,2X1X2 X3
+36,7 X1X2 Xg -61,3 X1X2 X5 +30,8 X1X3X5- 9,2 X2X35X5 - 25,7 X1X2 X3X5
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Figura 8.43.Efectele
variabilelor
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asupra continutului
total de seleniu din
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pentru modelul 1 -
cu trei medii
nutritive (a = 0,05)

Figura 8.44.
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(modelul 1)
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8.4. Concluzii partiale
1. S-a elaborat un procedeu de obtinere, in conditii de laborator, a drojdiei seleniate, prin
cultivarea drojdiei reziduale (G5), in medii industriale, utilizdind ca sursa de seleniu
selenitul de sodiu in concentratie de 30 - 180 ppm in mediu, in timp de 12 h sau 24 h, la
temperaturi de 20°C sau 30°C , prin addugarea treptatd sau intr-o singurd dozd a
selenitului in mediu, cu un procent de 2%, 4%, 10% biomasa inoculatd, la pH =3 - 5,5 si
prin agitare continua la 200 rpm.
2. Studiind dinamica procesului de seleniere, s-au stabilit conditiile optime de imbogatire
cu mineral, evitand efectul toxic, inhibitor al seleniului asupra drojdiei:

* concentratia in selenit a mediului 30 ppm;

* temperatura 30°C;

e durata24 h;

* proportia de biomasa de drojdie inoculata 2...10%.
3. Prin liofilizare, s-a obtinut un biopreparat de drojdie reziduala seleniata pulbere, cu un
continut in seleniu total (determinat prin ICP-MS) de: 625 - 2215 ppm in cazul drojdiei
cultivate in must de malt si 412 - 1624 ppm in cazul drojdiei cultivate in ape de spalare.
4. S-a obtinut un randament maxim de metabolizare a seleniului (93,9%), la proportia
maximad de biomasa initiald inoculata (10%), si un raport maxim de transformare a drojdiei
reziduale in drojdie seleniata (3,4), la proportia minima de biomasa initiala (2%), ceea ce
indicd o slaba multiplicare a celulelor la un continut mare de biomasa si o multiplicare
intensd a celulelor la un continut mic de biomasd, in mediul de cultivare seleniat.
5. S-a demonstrat incorporarea seleniului sub formd organicd in celula de drojdie,
determinand comparativ, prin cromatografie HPLC, modificdrile cantitative ale
continutului de aminoacizi liberi cu sulf (cistina si metionina), in care seleniul a inlocuit
sulful dar si modificdrile celorlalti aminoacizi liberi, datorate rolului detinut de seleniu in
procesul de biosinteza a proteinelor.
6. Pornind de la constatarea ca a scazut semnificativ continutul de aminoacizi liberi din
drojdia brutd, in urma cultivarii biomasei in mediul nutritiv, se poate trage concluzia ca
drojdia reziduald devine rentabila in procesul de seleniere si prin aportul ei la marirea
substratului azotos necesar dezvoltdrii celulelor, aminoacizii liberi din mediul nutritiv
provenind, probabil, din procesul de autoliza a drojdiei reziduale.
7. Studiul statistic a demonstrat cd rezultatele experimentale obtinute in desfdsurarea
procesului de seleniere pot explica un model de optimizare foarte bun si toti factorii de
mediu au influentd semnificativa asupra imbogatirii drojdiei cu seleniu
8. Experimentele au dovedit simplitatea schemei tehnologice de seleniere a drojdiei
reziduale, in raport cu procedeele de cultivare a drojdiei in mai multe etape de
preinoculare si inoculare, pentru adaptare la concentratii foarte mari de seleniu, cand se
obtin, probabil, si cantitdti mult mai mari de drojdie seleniata.
9.Ca o consecintd a simplitatii procedeului, se deduce caracterul mai economic al acestuia :
mai putin consum de abur, energie electrica si echipamente, cantitati mai mici de drojdii
epuizate ce sunt deversate in mediu si costuri mai mici pentru realizarea mediului de
culturd comparativ cu selenierea in mai multe etape.

-34 -



10. Concluzii generale

» S-astabilit un procedeu de valorificare complexa a drojdiei reziduale care a
condus la obtinerea a doua produse principale: beta-glucan pulbere respectiv biopreparat
de drojdie seleniatd si doud produse secundare : extract de drojdie cu insusiri de
aromatizare si reziduu celular ca supliment furajer.

* Prin aplicarea a doua metode laborioase de tratare chimica si termica a biomasei
si prin studierea comparativd a doud generatii de drojdie reziduala G4 si G6 s-au obtinut
produse - Glucan pulbere de uz farmaceutic, de puritate avansatd, cu valori apropiate
intre generatii :

> puritate: 93,42 - 95,88% s.u. drojdie G 4 si 93,15 - 95,17% s.u. drojdie G 6;
» randament de obtinere: cca. 13 - 16% (g p-glucan/100g s.u. drojdie).

* Pentru a inlesni extragerea 3-glucanului, s-a adoptat solutia fragmentarii celulei
de drojdie si s-au studiat comparativ opt metode de rupere a peretelui celular (plasmoliza,
termoliza, mojararea, congelarea-decongelarea, tratamentul alcalin, ultrasonarea,
maruntirea cu bile si autoliza ), dintre care cele mai bune rezultate au dat autoliza urmata
de maruntirea cu bile.

» S-aefectuat un studiu aprofundat al méaruntirii la moara cu bile si s-au stabilit
conditiile optime de lucru: durata 20 min., frecventa 30 Hz, numar de bile 5 si diametrul
bilei 12 mm.

* S-a pus la punct un procedeu simplificat de obtinere a $-glucanului din drojdie,
demonstrand cd se poate izola B-glucan din drojdie reziduald, prin tratarea alcaling,
intr-un singur pas, a peretelui celular (conditii optime: concentratia NaOH 1N, durata 1h,
temperatura 90°C, raportul perete celular: NaOH 1:5), rezultatul fiind un produs beta-
glucanic pastd de uz alimentar, de puritate mai micd, avand drept compusi de contaminare
glicogenul si proteinele:

> puritate: 55,5% s.u. drojdie - dupa autolizd, timp de 48h, la temperatura de 50°C ;

50,1% s.u. drojdie - dupa autoliza, timp de 24h, la temperatura de 50°C; 47,2% s.u.

drojdie - dupa maruntire cu bile;

» randament de obtinere: cca. 7% (g p-glucan/100g s.u. drojdie).

* Au fost studiate, in paralel, patru metode de determinare a p-glucanului din
Drojdie, cu rezultate comparabile, valorile cele mai mari inregistrandu-se la determinarea
cu ajutorul kit-ului KYBGL, urmata de determinarea glucozei prin HPLC.

» S-a demonstrat prin studiu senzorial, fizico-chimic, microbiologic si reologic, ca
B-glucanul pastd din drojdia reziduald poate fi folosit ca inlocuitor de material gras, in
diferite proportii (25, 50, 75%), la prepararea maionezei, obtinand produse alimentare si de
catering cu un aport redus de calorii, cel mai stabil produs fiind maioneza cu 50% Pglucan:
77 zile la cald (375 cfu/g) si 119 zile la rece (405 cfu/g) ; studiul reologic a ardtat ca
maionezele cu P-glucan sunt bine structurate, cu o retea consolidata, se pot caracteriza
drept geluri cu remarcabila abilitate de a se comporta in anumite situatii ca un solid,
pastrand, in acelasi timp, mai multe proprietdti ale componentelor fluidului si au
proprietati de emulsionare si de ingrosare.

= Tn urma separdrii peretelui celular din biomasa de drojdie supusa autolizei,

s-a utilizat supernatantul obtinut, dupa addugare de zahar si tratament termic, ca extract
de drojdie cu insusiri de aromatizare (aroma de ciuperci), produs concentrat sau liofilizat,
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cu un continut de 68-70% s.u. proteine si un continut scazut de 3,2-3,5% ARN,
recomandat ca adaos la produse cu gust nedefinit.

* Avand ca finalitate valorificarea completa si eficienta a drojdiei reziduale, fard a
deversa componente utile la reteaua de canalizare, s-a analizat supernatantul rezultat dupa
tratarea alcalind a peretelui celular, si s-a considerat cd, dupd neutralizare si concentrare
sau liofilizare, acesta poate fi folosit ca adaos in hrana animalelor, avand un continut de
59-63% s.u. proteine.

» S-arealizat un procedeu de obtinere, in conditii de laborator, a drojdiei seleniate,
dovedind ca se poate obtine drojdie imbogatita cu seleniu si din drojdie de bere reziduala,
fara asigurarea unei aerari suplimentare controlate si fard adaptarea drojdiei la concentratii
madrite de selenit in mediu, folosind pentru cultivarea celulelor mediul de cultura
Wickerham si doud medii nutritive industriale -mustul de malt si apele de spalare a
borhotului. Continutul total de seleniu al drojdiei a ajuns la 625 - 2215 ppm in cazul
mustului de malt si 412-1624 ppm in cazul apelor de spalare (continut de seleniu anorganic
5,3-38,5%). S-a realizat un randament de metabolizare a seleniului de max. 93,9% pentru
10% procent de biomasa inoculatd si un raport maxim de transformare a substratului in
drojdie seleniatd de 3,4 pentru un procent de 2% biomasa inoculata.

* S-astudiat dinamica procesului de seleniere, stabilind o serie de factori care
influenteaza apreciabil acumularea mineralului, modificAnd urmatoarele conditii de lucru:
concentratia de selenit a mediului 30 - 180 ppm , temperatura 20°C sau 30°C, durata 12 h
sau 24 h, proportia de biomasa 2%, 4% sau 10%, tipul de mediu nutritiv, pH-ul= 3 - 5,5 si
modul de addugare a selenitului in mediu. S-au stabilit conditiile optime de imbogatire cu
mineral, astfel incat sd fie evitat efectul toxic, inhibitor al seleniului asupra drojdiei,
concretizate in special, in concentratia minima de selenit de sodiu in mediul de cultivare a
drojdiei.

* S-astudiat influenta seleniului asupra capacitatii de multiplicare a drojdiei
reziduale, in mediul seleniat, prin mai multe metode de apreciere a cresterii biomasei
cultivate ajungand la concluzia ca este incetinita multiplicarea la concentratii mari de
seleniu sau proportii mari de drojdie inoculata.

* S-a demonstrat modalitatea de incorporare a seleniului in celula de drojdie,
determinand modificarile cantitative ale continutului de aminoacizi liberi , in special cei cu
sulf - metionina si cistina, care pot confirma ipoteza inlocuirii atomului de sulf cu seleniu
in molecula aminoacizilor cu sulf dar si rolul acestui mineral in procesul de biosinteza a
proteinelor.

* Din punct de vedere tehnico-economic, in urma experimentelor, se pot contura
trei variante de lucru, in aceleasi conditii de temperaturd, duratd, natura mediului si
continut minim de seleniu al mediului:

* inoculand o cantitate de 2% drojdie reziduald se poate obtine o cantitate tripla de
drojdie seleniata dar folosind mai putin eficient sursa de seleniu (63,7%) ;

* inoculand o cantitate de 5 ori mai mare de drojdie reziduala cantitatea de drojdie
seleniatd se mareste foarte putin dar este utilizatd eficient sursa de seleniu (93,9%) ;

* inoculand o cantitate mica de drojdie reziduald iar dupa separarea biomasei de
drojdie seleniatd din mediu sa se recupereze seleniul, prin reutilizarea mediului
seleniat remanent, intr-un nou ciclu de seleniere.
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12. Diseminarea rezultatelor cercetarilor

Rezultatele cercetarilor s-au materializat prin publicarea a 7 lucrdri stiintifice,

dintre care 1 articol cotat ISI si 5 articole in reviste indexate in baze de date
internationale, din care 1 articol prezentat si ca lucrare in cadrul unui simpozion
interna’,tional , sectiunea Poster :

A. Articole cotate ISI

1.

Gina Marinescu, Antoneta Stoicescu, Livia Patrascu, 2011, The preparation of

mayonnaise containing spent brewer’s yeast P-glucan as a fat replacer. Romanian
Biotechnological Letters, 16 (2), 6017-6025

B.

2.

Articole indexate in baze de date internationale

Gina Marinescu, Antoneta Gabriela Stoicescu, Liliana Teodorof, 2011, Industrial
nutrient medium use for yeast selenium preparation . The Annals of the University
Dunarea de Jos of Galati, Fascicle VI FOOD TECHNOLOGY, 35 (1), 45-53, ISSN 1843 -
5157

Gina Marinescu, Antoneta Stoicescu, Liliana Teodorof, 2010, Selenium yeast from
spent brewer’s yeast.Journal of Agroalimentary Processes and Technologies,16(3),341-345

Gina Marinescu, Antoneta Stoicescu, Andrei Bolocan, 2010, Comparative study of
spent brewer’s yeast [-glucans determination methods . Scientific Bulletin
Biotechnology , U.S.A.M.V. Bucharest, Serie F, vol. XIV, 23 -30, ISSN 1224 -7774

Gina Marinescu, Antoneta Stoicescu, 2009, Researches concerning the preparation
of spent brewer’s yeast (-glucans . Journal of Agroalimentary Processes and
Technologies, 15 (4), 547-553

Gina Marinescu, Antoneta Stoicescu, 2009, Eight cell disruption methods for the
obtaining of spent brewer’s yeast cell wall. Proceedings of the 2" International
Symposium ,New Researches in Biotechnology” USAMV Bucharest, Series F , Special
Volume, Scientific Bulletin Biotechnology , 228 - 235, ISSN 1224 - 7774

C. Articole publicate in volumele unor manifestari stiintifice nationale cu participare
internationala

7.

Gina Marinescu, 2008, Spent brewery yeast revaluation - a real benefit for nutrition,
health and environment . Lucrdrile Conferintei cu Participare Internationald din cadrul
proiectului CEEX/3/160/2006, ,, Politici si strategii de dezvoltare regionalid”, Universitatea
Dunarea de Jos din Galati, 220-227, ISBN 978-606-8008-54-7
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