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In the present article the data of purification procedures, drying and autholysis intensification of winery yeasts bio-
mass is shown. The follow methods for intensification have been used: the different water volumes utilization, different
NaHCO, concentration and sediments washing time, autholysis induction factors, different temperatures, autholysis time
and biomass drying time.

Introducere

In timpul de fata produsele biotehnologiilor levuriene patrund tot mai mult in diferite domenii ale econo-
miei, participand la producerea produselor alimentare, bauturilor alcoolice si nealcoolice, biocombustibilului,
chimicalelor, fermentilor industriali, suplimentelor furajere, preparatelor medicale, in agricultura, asigurand si
rezolvarea multor probleme ecologice [1].

Un aspect important al utilizarii drojdiilor este obtinerea autolizatelor din biomasa lor. Valoarea biologica si
nutritiva inaltd a autolizatelor de drojdii se explica prin faptul ca in timpul procesului de autoliza, sub actiunea
propriilor fermenti, are loc distrugerea biopolimerilor drojdiei, ceea ce mareste accesibilitatea substantelor
biologic active din biomasa. In baza autolizatelor de drojdii sunt elaborate o serie de suplimente alimentare
biologic active ,, Harunon”, ,,ABumun”, a caror eficacitate in calitate de preparate bioreglatorii a fost demons-
trata printr-un sir de experimente clinice [2].

Una dintre variantele optimale pentru obtinerea preparatelor proteico-vitaminice este autoliza (fermentoliza)
biomasei diferitelor tulpini de drojdii. Pentru a asigura necesitatile economiei in preparate proteico-vitaminice de
inalta calitate la un pret convenabil pentru beneficiari, se propun urmatoarele metode: 1) Realizarea autolizei nu-
mai cu utilizarea fermentilor nativi caracteristici culturii date si respectarea parametrilor de timp si temperatura;
2) Utilizarea 1n calitate de materie prima a sedimentelor de drojdii de la uzinele de bere si vinificatie, fiind exclusa
aruncarea lor la canal; 3) Producerea preparatelor proteico-vitaminice cu destinatie furajera si alimentara, insotita
de cumularea tehnologiilor de autoliza a drojdiilor si de obtinere a siropurilor glucozo-galactozice [3].

O faza importantd in procesul de prelucrare a sedimentelor de drojdii este purificarea lor (eliminarea im-
puritatilor, ramasitelor de alcool, sarurilor acidului tartric, diminuarea aciditatii) si uscarea ulterioara a auto-
lizatelor 1n conditii optime de temperatura pentru a asigura continutul maxim al substantelor biologic active
in biomasa uscatd. Reiesind din cele expuse anterior, am initiat o serie de cercetari cu scopul eficientizarii
prelucrarii sedimentelor de drojdii de la vinificatie.

Material si metode

Ca material de cercetare au servit sedimente de drojdii de la vinurile de masa seci alb (Chardonnay) si rosu
(Cabernet) oferite de Institutul National pentru Viticultura si Vinificatie din Republica Moldova.

Pentru selectarea conditiilor de spalare, obtinere a plasmolizatului si de uscare a sedimentelor drojdiilor
vinicole s-au cercetat unele procedee care au la baza utilizarea diferitelor volume de apa, solutii de NaHCO,,
regimuri de temperaturd si durate de timp propuse In brevetele de inventii [4-7].

Proteina s-a determinat cantitativ conform metodei Lowry bazata pe determinarea intensitatii culorii solu-
tiei de proteina [8].

Componenta azotului aminic s-a identificat cu ajutorul analizatorului AAA-339 ,,Microtehnica” (Cehia)
utilizand metoda clasica [9].

Determinarea substantei uscate s-a realizat conform metodei gravimetrice descrise in literatura [10].

Rezultate si discutii

In scopul stabilirii parametrilor optimi de purificare (eliminarea impuritatilor, ramasitelor de alcool, dimi-
nuarea aciditétii) a drojdiilor din sedimentele vinicole, acestea au fost supuse spalarii cu:

a) apa in proportie de 1:3; 1:5, la temperaturi de 5, 10, 15°C, timp de 10, 15, 30, 40 minute, urmata de
separarea biomasei prin decantare;

b) solutie de bicarbonat de sodiu de 1, 5, 10% In proportie de 1:2, urmata de separarea biomasei prin decantare.

Aprecierea eficientei s-a facut dupd valorile pH-ului biomasei (indice utilizat la elaborarea furaje-
lor si suplimentelor furajere). Ca martor a servit pH-ul initial al sedimentelor de drojdii. Din analiza
datelor se poate constata cd valorile initiale ale pH-ului sedimentelor variaza in limitele 3,79 — 3,82.
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Valorile pH-ului practic raiman neschimbate in probele cu diferite durate de spalare cu apa, raporturi
sediment: apa sau temperaturi ale apei utilizate pentru spalare. Tratamentul sedimentelor de drojdii cu
solutia de bicarbonat de sodiu de 1, 5, 10%, in proportie de 1:2, a dus la diminuarea aciditatii biomasei
de drojdii, ceea ce a imbunatatit calitatile ei gustative. Valori optime ale pH-ului (ce corespund norme-
lor de elaborare a furajelor si suplimentelor furajere [11,12] ) s-au obtinut pentru varianta 3 (drojdii vin
rosu) si varianta 4 (drojdii vin alb), in care a fost utilizata solutia de bicarbonat de sodiu (NaHCO,) de
1% sau de 5% (Fig.1, A si B).
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Fig.1. Valorile pH-ului sedimentelor de drojdii vinicole de la vinul rosu A si alb B, purificate prin spalare:
1 — Sediment: apa (1:3); 2 — Sediment: apa (1:5); 3 — Sediment: NaHCO, de 1% (1:2);
4 — Sediment: NaHCO, de 5% (1:2); 5 — Sediment: NaHCO, de 10% (1:2).

Astfel, In scopul evitdrii majorarii pretului final al produselor, pentru purificarea sedimentelor de drojdii
vinicole de impuritati, rimasite de alcool, diminuarea aciditatii, se propun, in dependenta de scopul utilizarii
produsului finit, procedee ce includ:

a) spalarea biomasei de drojdii cu apa in proportie de 1:3, timp de 10-15 minute (1-2 ori). Decantarea fazei
lichide;

b) spalarea biomasei de drojdii cu solutie de bicarbonat de sodiu de 1% sau de 5% in proportie de 1:2,
urmatd de separarea biomasei de supernatant prin decantare.

In al doilea set de experimente, obiectivul de baza al cercetarilor a fost de a spori valoarea nutritiva a su-
plimentului furajer.

Pentru optimizarea conditiilor de autoliza a drojdiilor, ca material de lucru s-a folosit biomasa de drojdii
de vin purificate, care a fost supusa diferitelor conditii de autoliza:

A) o parte din sediment a fost termostatat la temperatura de 37 si 55°C timp de 12, 24, 48 ore;

B) o altd parte din sediment a fost preventiv supusa congelarii/decongeldrii, la -18°C, apoi termostatarii in
conditii echivalente variantei A).

Randamentul procedeelor utilizate a fost estimat prin microscopia autolizatului, determinarea protei-
nei totale, in unele cazuri — a continutului de azot aminic, care este proportional cantitatii aminogrupelor
eliberate.

S-a constatat ca valorile continutului de proteind pentru ambele tipuri de sedimente sunt mai mari in
probele obtinute prin metoda de autoliza a biomasei congelate de drojdii in conditiile utilizarii tempe-
raturii de 55°C, durata de autoliza fiind 12 ore (Tabelele 1 si 2). Continutul de proteina in probele sedi-
mentului congelat de la vinul alb constituie 26,80 g% S.U. (substantd uscatd), iar in probele sedimentului
congelat de la vinul rosu — 39,96 g% S.U. Sedimentele necongelate necesitd o duratd mai lunga pentru
autoliza, astfel ca continutul maximal de proteina s-a obtinut in probele autolizate la temperatura +55°C
timp de 48 ore. Ca martor au servit sedimente de drojdii de la vinul rosu si alb nesupuse autolizei. Estima-
rea efectuatd prin microscopia autolizatelor a confirmat faptul ca gradul de distrugere a peretelui celular
al drojdiilor supuse autolizei la +37°C si +55°C este diferit; in acest caz, microscopia probelor autolizate
poate servi ca un indiciu orientativ.
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Tabelul 1
Varierea continutului de proteina in autolizatele sedimentului de drojdie
de la vinul alb in dependenta de temperatura, durata autolizei si
congelarea/decongelarea sedimentelor

Nr. Sediment necongelat Sediment congelat/decongelat
: Variant
d/o arianta Proteind, g% S.U. | T, ©5%) % — Martor | Proteina, g% S.U. Tms% ) % — Martor
1 Martor 19,60+0,19 0,85 100 20,90+0,57 2,47 100
2 | 37°C/12ore 17,37+1,02 4,42 88,6 20,93+ 0,65 2,83 100
3 37°C/ 24 ore 14,01+0,82 3,53 71,5 20,64 +1,48 6,37 98,7
4 | 37°C/48 ore 17,58+0,20 0,86 89,6 20,35 +1,96 8,45 97,3
5 55°C/ 12 ore 23,86+1,24 5,36 121,7 26,80 +0,14 3,63 128,2
6 | 55°C/24ore 24,63+2,32 9,98 125,7 26,34 +0,72 3,11 126,0
7 | 55°C/48ore 25,05+2,08 8,98 127,8 24,76 0,87 3,77 118,5
Valorile criteriului autenticitatii teoretice T ©5%) =2,78
Tabelul 2
Varierea continutului de proteina in autolizatele sedimentului de drojdie
de la vinul rosu in dependenta de temperatura, durata autolizei si
congelarea/decongelarea sedimentelor
Nr Sediment necongelat Sediment congelat/decongelat
Variant
d/o arianta Proteina, g% S.U | T, ©5%) % — Martor | Proteina, g% S.U. | T, ©5%) % —Martor
1 Martor 31,83 +£0,46 1,99 100 35,69+ 0,35 1,51 100
2 37°C/ 12 ore 26,21 +1,38 5,94 82,3 30,82 +4,59 19,77 86,3
3 37°C/ 24 ore 27,00+ 0,93 4,01 84,8 29,66 +4,13 17,77 83,1
4 | 37°C/48ore 26,86 +1,40 6,02 84,4 - - -
5 55°C/12 ore 31,90 £0,57 2,47 100,2 39,96 +0,32 3,39 112,0
6 | 55°C/24ore 35,15 +0,45 1,93 110,4 40,32 £2,82 12,14 112,9
7 55°C/48 ore 36,38 +0,30 1,33 114,3 36,28 £1,50 6,45 101,6
Valorile criteriului autenticitatii teoretice T =278

st (95%)

In conformitate cu rezultatele obtinute, s-a stabilit ca autoliza sedimentelor de drojdii vinicole decurge mai
eficient conform procedeelor:

a) pentru sedimentele de drojdii preventiv congelate — autoliza la temperatura de +55 °C timp de 12 ore,
amestecare periodica;

b) pentru drojdiile necongelate — autoliza la temperatura de +55 °C timp de 48 ore, amestecare periodica.

In urmatorul set de experimente pentru sporirea gradului de autoliza si scindare a proteinei ca factor de inductie
al autolizei celulelor de drojdie s-a folosit acidul acetic glacial si temperatura de +55°C. Au fost cercetate 5 variante:

Varianta I (martor) — s-a utilizat lizocima, enzima folositd in industria alimentara pentru producerea su-
plimentelor nutritive [13].

Drojdiile sedimentelor vinicole, pastrate timp de 2-3 luni la temperatura de 12-20°C, se incalzesc pana la 37°C,
se adduga in masa lor 0,1- 0,2% lizocima, se amesteca si se expun la temperatura data 1,5-2,0 ore. In continuare, se
adauga zaharul in proportie de 1:2, se omogenizeaza la 50-55°C; amestecul obtinut se mentine 2-3 zile.

Varianta II — s-a utilizat 3 ml acid acetic glacial la 1 1 suspenzie.

Varianta I1I- s-a utilizat 5 ml acid acetic glacial la 1 1 suspenzie.

Varianta IV — s-a utilizat numai temperatura de +55°C.

Varianta V — s-a utilizat solutie de 1% de NaHCO,si temperatura de +55°C.

In toate variantele experlmentale biomasa se purlﬁca prin spalare cu apa in raport 1:3, timp de 5-10 minute
(1-2 ori). Dupa decantarea fazei lichide, suspensia de drojdie (biomasa+apa — 1:4 dupa substantd uscatd) se
supune autolizei la temperatura +55°C cu adaugarea componentilor respectivi. Toate variantele au fost supuse
autolizei timp de 4, 8, 12, 24 si 48 ore.

Produsul obtinut se usuca in dulapul cu vid la +55° ...+ 60°C pana la substanta absolut uscata (S.A.U.) de
90%. Controlul procesului se efectueaza dupa valorile azotului aminic si ale proteinei.
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Rezultatele dinamicii valorilor azotului aminic, proteinei si pH-ului, in dependentd de durata procesului de
autoliza a drojdiilor, sunt expuse in Figurile 2-4.

Valori maxime ale continutului de azot aminic in autolizat s-au evidentiat in varianta III (in care s-a utilizat
5 ml acid acetic glacial la 1 1 suspensie). Valorile azotului aminic constituie 3,0-3,52 g% S.A.U., ceea ce depdseste
martorul cu 20-44,9% (Fig.2). In varianta martor, in care ca factor de inductie a autolizei s-a utilizat lizocima,
valorile azotului aminic constituie 2,07- 2,77 g% S.A.U. Rezultatele obtinute releva faptul ca acidul acetic con-
tribuie la sporirea randamentului procesului de autoliza si scindare a proteinei drojdiilor din sedimentele vinicole.

In cazul analizei rezultatelor dinamicii continutului de proteina s-a constatat ca in autolizatele variantelor
experimentale II-V scindarea proteinelor este mai accentuata fata de varianta I (martor) (Fig.3).
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Fig.3. Dinamica valorilor proteinei (g% S.A.U.), in Fig.2. Dinamica valorilor azotului aminic (g% S.A.U.),
dependenta de durata procesului de autolizd a drojdiilor in dependentd de durata procesului de autoliza a drojdi-
de la vinul alb. ilor de la vinul alb.

Datele obtinute la analiza pH-ului autolizatelor variantelor experimentale nu au prezentat diferente semni-
ficative fata de martor (Fig.4).
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Fig.4. Dinamica valorilor pH-ului in dependenta de durata procesului de autoliza a drojdiilor de la vinul alb.

Reiesind din sinteza rezultatelor obtinute, in conformitate cu informatia existenta, putem aprecia ca varian-
tele optimale de obtinere a autolizatului din drojdiile vinicole sunt variantele cu utilizare a 3 si 5 ml acid acetic
glacial si a temperaturii de +55°C timp de 4 si 8 ore.

Optimizarea conditiilor de uscare si obtinere a concentratului de celule din drojdiile de la vinul rosu si alb

Pentru a standardiza produsul finit dupa continutul de substanta uscata a fost utilizat procedeul de uscare in
dulapul de uscare cu vid (SPT-200).
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In acest scop, au fost cercetate 3 variante:

1) concentrarea prin evaporarea lichidului din fugatul autolizei la temperatura de 65°C timp de 4, 8, 12 ore,
urmata de filtrarea si sterilizarea 1n autoclav, in regim moderat, cate 30 min. 3 zile consecutiv, pentru a putea fi
propus ca produs lichid bogat in substante biologic active;

2) uscarea fractiei peretilor celulari la temperatura de 65 si 105°C, timp de 12-24 ore;

3) uscarea autolizatului integral la temperatura de 65 si 105°C, timp de 12-24 ore.

Gradul de uscare a fractiei peretilor celulari si autolizatului integral s-a evaluat dupa continutul de substanta
uscatd (greutatea partii solubile a autolizatului) in raport cu valorile initiale.

Cercetarile au demonstrat ca continutul de substanta uscatd de 90% de la masa initiala s-a obtinut in regimul
de uscare pentru:

a) concentrarea fugatului autolizei prin evaporare (pentru a spori continutul de principii bioactive la o
unitate de produs finit) la temperatura de +65°C, timp de 4-8 ore.

b) peretii celulari la temperatura de +105°C, timp de 12 ore.

c¢) autolizatul integral la temperatura de +105°C, timp de 12-18 ore.

Concluzii

1. Pentru purificarea sedimentelor de drojdii vinicole de impuritati, in dependenta de scopul utilizarii pro-
dusului finit, se propun procedeele ce includ: spalarea biomasei de drojdii cu apa in proportie de 1:3 sau cu
solutie de bicarbonat de sodiu de 1 sau de 5% in proportie de 1:2, timp de 10-15 minute, urmata de separarea
biomasei de la supernatant prin decantare.

2. Sporirea gradului de autoliza a sedimentelor de drojdii vinicole se obtine la aplicarea procedeului ce in-
clude utilizarea a 3 sau a 5 ml acid acetic glacial la 1 | suspensie de drojdii si autoliza la temperatura de +55°C
timp de 4-8 ore, cu agitare periodica. Avantajul procedeului consta in sporirea valorilor azotului aminic pana
la 3,0-3,52 g% S.A.U., ceea ce depaseste martorul cu 20,0-44,9%.

3. Continutul de substanta uscatd de 90% de la masa initiala a drojdiilor se obtine in regimul de uscare pentru:

a) concentrarea fugatului autolizei la temperatura de +65° C, timp de 4-8 ore;

b) peretii celulari la temperatura de +105°C, timp de 12 ore;

c) autolizatul integral la temperatura de +105°C, timp de 12-18 ore.
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