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Abstract: Dat fiind faptul ca industria vitivinicola este foarte dezvoltatd in Republica Moldova, iar deseurile
rezultate in procesul de productie a vinurilor de struguri sunt, in mare parte, neutilizate, se propune o variantd
convenabila de a evita acest dezavantaj prin extragerea din drojdiile de vin a unui polizaharid cu utilizari polivalente,
numit fp-glucan. In articol este expusd si explicati metoda de extragere a betaglucanului din drojdiile de vin
corespunzand microbiologului japonez Saowanee Thammakiti, care consta in tratarea peretilor celulari ai drojdiilor cu
baza si acid in diferite concentratii. Este prezentat calculul efectuat in conformitate cu datele obtinute in cadrul
cercetarilor de laborator ce corespunde parametrului continutul de substantd uscatd. Acest indice este, de asemenea,
comparat cu valorile aferente din alte surse.
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Introducere

Industria vitivinicola in Republica Moldova reprezintd una dintre ramurile principale ale economiei.
Circa 90% din volumul total al vinului produs este destinat exportului, constituind astfel o importanta sursa
de venit pentru bugetul statului [10]. Viticultura si vinificatia in Moldova au traditii multiseculare cu radacini
adanci in trecutul veacurilor istorice. Milioane de oameni consuma strugurii vitei de vie in stare proaspata si
produsele obtinute din prelucrarea strugurilor, fiindca sunt universale dupa insusirile gustative si curative si
se deosebesc prin continut unicat al compusilor utili (cca 600), adaptare inalta la conditiile mediului ambiant,
ingrijire relativ simpla, eficacitate economica sporita, etc. [2].
Conform Biroului National de Statisticd al Republicii Moldova, productia de vinuri naturale din struguri
pentru anii precendenti nu a fost una constanta, inregistrandu-se valori intre 12,3 si 16,3 mil.dal. in perioada
anilor 2007-2017 [11]. Acest lucru este mai bine ilustrat in diagrama de mai jos.
Din aceasta diagrama este vizibil faptul ca 1n anul 2017 domeniul industriei vitivinicole a Inregistrat o recolta
record, care a constituit cca 163 000 tone de vin, in comparatie cu anul 2007, pentru care aceastd valoare era
egala cu 123 000 tone de vin.

De mentionat cd in producerea vinului — bauturd alcoolica obtinutd prin fermentare partiald sau
completd a mustului din struguri proaspeti - se folosesc doar 70% din materia prima, restul 30% fiind
pierderile, numite “reziduuri” [12]. Acestea din urma sunt reprezentate de chiorchine, tescovina, pielita,
tirighie sau piatra de var, drojdii, s.a. Ulterior unele se utilizeaza, iar altele isi pastreaza statutul de “deseu”.
De exemplu, tescovina este valorificatd in scopul obtinerii furajului proteic, acidului tartric, uleiului
alimentar, colorantilor, taninului, etc. Semintele strugurilor se intrebuinteaza pentru obtinerea uleiului cu
destinatie farmaceutica. Din pielita strugurilor se pot obtine polifenoli, utilizati in cosmetologie si estetica.

Productia principalelor produse industriale pe Tipuri de produse si Ani

Unitatea de masura este indicata in denumirea pradusului
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Fig.1. Variatia productiei de vinuri naturale din struguri din Republica Moldova (anii 2007-2017)
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Mai putin sunt folosite drojdiile din vinurile naturale de struguri, care se arunca anual, pierzandu-se
astfel substante importante din compozitia lor. Reiesind din valoarea productiei de vin din ultimii ani se
poate calcula cantitatea de drojdii uzate, care ar putea fi reciclate si ar aduce beneficii atat pentru medicina si
cosmetologie, cat si pentru industria alimentara. Drojdiile de vin sunt compuse in principal din f-glucani,
manoproteine si chitind [4]. B-glucanii (BG) sunt polizaharidele cele mai abundente ale peretelui celular al
acestora si reprezintd polizaharide naturale complexe a monomerilor D-glucozei, unite prin legaturi
glicozidice si conjugate in pozitiile $-(1-6) si f-(1-3) [1]. Formula moleculara este C1gH32016. f-glucanii sunt
utilizati pe larg atat in medicina, datorita stimularii imunitétii, rezistentei Impotriva agentilor patogeni virali,
bacterieni, parazitari, precum si activitatii antitumorale, in cosmetologie — la producerea de preparate care
impiedica iritarea si intarzie imbatranirea pielii, dar si in industria alimentara din motiv ca B-glucanii au
capacitate mare de mentinere a apei, proprietiti de gelifiere, ingrosare, stabilizare si emulsionare. La nivel
mondial, B-glucanii sunt comercializati sub diferite forme: capsule pentru intarirea imunitatii, gel pentru
mentinerea sanatatii pielii, sirop pentru copii, concentrat de tarate de ovaz, fulgi cu B-glucani — hrana pentru
pestii de acvariu, etc. Importante surse de B-glucani reprezintd cerealele (in special, orz, ovaz, psilium,
porumb), bacteriile, ciupercile, algele, lichenii, dar bineinteles si drojdiile (levurile) [6]

In prezent, peste hotarele tarii drojdiile sunt studiate in calitate de sursi de materie prima pentru
elaborarea preparatelor medicamentoase si profilactice, drept suplimente furajere, dar si ca sursé de substante
biologic active. Drojdiile sunt capabile sa sintetizeze un complex de substante bioactive, inclusiv
polizaharide, cu un rol important in activitatea vitald a organismelor vii. Producerea microbiologica a
polizaharidelor biologic active este una din ramurile biotehnologiilor ce se dezvolta rapid. La momentul
actual industria microbiologica produce un spectru larg de polizaharide valoroase: WGP (whole glucan
particles), Zymosan, Curdlan, dextran, xantan, etc [3 Giavasis]. Toate aceste preparate sunt importate si n
Republica Moldova, fapt ce evidentiazd necesitatea si actualitatea cercetdrilor ce tin de elaborarea
tehnologiilor autohtone de obtinere a polizaharidelor naturale, in cazul de fata a $-glucanilor.

Desi printre levurile producatoare de polizaharide, utilizate n alimentatie, se regasesc reprezentanti ai

genurilor Zygosaccharomyces, Kloeckera, Kluyveromyces, Debaryomyces, totusi Saccharomyces cerevisiae
ramane o sursa majora de B-glucani. B-glucanii obtinuti din levuri au fost aprobati de Autoritatea Europeana
pentru Siguranta Alimentara ca ingrediente alimentare noi §i recunoscute ca fiind sigure GRAS (Generally
Recognized as Safe) de catre Administratia SUA pentru Alimente si Medicamente.
Saharomicetele sunt utilizate In producerea alimentelor si bauturilor fermentate timp de mii de ani si sunt
cele mai detaliat studiate microorganisme, ale caror conditii de cultivare sunt foarte bine cunoscute si pot fi
optimizate pentru a maximiza randamentul de producere a -glucanilor. Din punct de vedere biotehnologic
ele au avantajul de a produce o cantitate relativ mare de biomasa cu cheltuieli minime. Biomasa de levuri in
calitate de produs secundar al productiei de vin ar putea fi de asemenea utilizatd ca materie prima pentru
obtinerea B-glucanilor, fapt care a fost aplicat in cadrul acestei cercetari stiintifice.

1. Materiale si metode de cercetare.

Drept obiect de studiu a servit drojdia/sedimentul de la vinul din struguri Victoria. Acesta reprezinta
un soi de struguri de masi obtinut din incrucisarea soiurilor Cardinal si Afuz Ali. in prezent se afla in cultura
pe suprafete intinse in toate tarile unde se cultiva struguri de masa: Romania, Turcia, Grecia, Italia, Spania,
chiar si unele tari din Africa de Sud. In ceea ce priveste insusirile agrobiologice, Victoria este un soi cu
vigoare mijlocie spre mare, fertilitate buna (63-73% lastari fertili) si productivitate foarte inalta, datorita
marimii strugurilor. Productivitatea soiului este de 18-20 tone la hectar, in dependenta de zona si conditiile
de culturd. Strugurii manifesta rezistentd biologica buna la ger (-18°C -20 °C) si la secetd, se comporta bine
fatd de brumele si ingheturile de primavara, datoritd dezmuguririi tarzii. De asemenea, manifestd rezistenta
mijlocie la boli si ddunatori, [13, Condei Gh, Lepadatu V.]

Peretele celular al levurilor este tinta principald a metodelor de extractie a B-glucanilor. Metodele de
lezare a peretelui celular si extractie a componentelor diferd semnificativ intre ele, fiecare afectdnd cu grad
diferit de gravitate randamentul final, puritatea, greutatea moleculara, solubilitatea, activitatea biologica si
alte proprietati biologice si functionale ale B-glucanului extras. Extragerea eficienta a B-glucanilor din peretii
celulari levurieni, ce poseda o structurd complexa, este posibild numai prin alegerea metodelor eficiente de
distrugere a acestora. In majoritatea cazurilor, pentru dezagregarea peretilor celulari, se apeleazi la procedee
cu aplicarea ultrasunetului, congelarii-decongeldrii, autolizei, macinarii in mori cu bile, precum si a
enzimelor. Parametrii variabili la extragerea B-glucanilor din biomasa levuriana sunt: solventii si concentratia
acestora, temperatura, durata de extractie, etc. Metoda de extragere a B-glucanilor include, in principiu, doua
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faze: dezagregarea celulelor si extractia de B-glucani din peretii celulari prin intermediul tratérii cu baza si
acid in diferite proportii.

In cadrul cercetirii stiintifice s-a utilizat metoda lui Thammakiti Saowanee de obtinere a B-glucanilor.
Cercetirile realizate de microbiologul japonez Thammakiti si expuse in revista Food Science & Technology
sub forma de articol stiintific elucideaza importanta obtinerii betaglucanului (din levuri) pentru utilizarea mai
apoi n alimentatie [5]. Acesta a descris metoda de lucru si rezultatele experientei, dupa cum urmeaza. Un
preparat de B-glucan, obtinut din drojdia de bere uzata, a fost evaluat pentru aplicatii alimentare potentiale.
Acest material a fost autolizat si peretii celulari obtinuti au fost omogenizati, extrasi mai Intéi cu alcalii, apoi
cu acid si apoi uscati prin pulverizare. Au fost investigate efectele omogenizarii asupra compozitiei chimice,
proprietatilor reologice si proprietatilor functionale ale B-glucanului. Peretele celular omogenizat a prezentat
un continut mai mare de B-glucan si o vascozitate aparenta decat cele care nu au fost omogenizate din cauza
fragmentarii peretilor celulari. in comparatie cu B-glucanul din comert din drojdia pentru panificatie, s-a
constatat cd B-glucanul obtinut din acest studiu a avut o viscozitate aparentd mai mare, capacitate de
mentinere a apei si capacitate de stabilizare a emulsiei, precum si capacitate similard cu cea de legare a
uleiului. Aceste constatéri sugereaza ca beta-glucanul obtinut din drojdia de bere poate fi utilizat in produse
alimentare ca agent de ingrosare, mentinere a apei sau agent de legare a uleiului si stabilizator de
emulsionare.

Metoda de obtinere a B-glucanilor, utilizatd in cadrul studiilor de laborator, constd in autoliza
suspensiei de drojdie (15% g/g continut uscat cu pH=5), la 50°C timp de 24 ore, agitare moderata. Ulterior,
autolizatul se supune incalzirii la 80°C timp de 15 minute, racirii sub jet de apa pina la temperatura camerei
si centrifugdrii la 3565 rot/min timp de 10 minute. Sedimentul primit se colecteaza. Procedura de extractie a
B-glucanilor consta in tratarea peretilor celulari cu 1IN NaOH (raport 1:5, adica 5 volume de IN NaOH) la
temperatura de 80+5°C timp de 2 ore. Dupa aceasta se adauga 5 volume de acid acetic 0,5N si se incalzeste
la temperatura de 75+£5°C timp de 1 ord. Extractul se centrifugheaza la 3565 rot/min timp de 10 minute la
temperatura camerei, sedimentul (betaglucanii) se spald de trei ori cu apa distilatd si se usucad la 50+£5°C.
Pasta obtinuta de B-glucani este de culoare cafeniu-deschis [5, Thammakiti S., et al.2004].

Explicarea schematica a metodei este prezentata in Figura 1.2.
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Fig. 2. Metoda de obtinere a $-glucanilor din levuri (THAMMAKITI)

Reiesind din metoda data de obtinere a f-glucanilor, conform lui Thammakiti, apare necesitatea utilizarii in
procesul cercetarilor a materialelor, reactivilor si aparatelor, prezentate in tabelul de mai jos.
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Tabelul 1
Materiale, aparate si reactivi utilizati
Nr d/o Materiale si aparate Reactivi
pilnii de sticla suspensie de drojdie
hirtie de filtru solutie IN NaOH
baloane conice de 100 ml acid acetic 0,5N
bagheta de sticla apa distilata
cilindru gradat de 100 ml
castron/cratita
termometru
cantar
plita electrica
termostat
centrifuga
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|
o

2. Rezultate si discutii.

Determinarea continutului de f-glucan Tn drojdia/sedimentul din vin. Pentru determinarea
continutului de B-glucan din drojdia/sedimentul din vin au fost luate aproximativ 500g de suspensie de
drojdii de vin Victoria din laboratorul de oenologie al facultatii Tehnologia Alimentelor. Din suspensia
initiala, care a fost filtrata, s-a cantarit aproximativ 1 g si proba a fost pusa la termostat pentru 48 ore. Pe
baza acesteia s-a determinat continutul substantei uscate dupa formula din continuare (pentru 1 gram de
substanta uscata cantarita):

SU = (mz—-m) : (m; —m) x 100%, @
unde: m — masa fiolei goale, g; m = 10,373g

m; —masa fiolei cu produsul Tnainte de uscare, cu adaos de levuri g; m1=11,345¢g

M, — masa fiolei cu produsul dupa uscare, fiola cu levuri uscate g; m2 =10,687g

SU = ( 10,687g — 10,373g) : (11,3459 — 10,373g) x 100% = (0,314g : 0,972g) x 100% = 32,30% -
substanta uscata din aproximativ 1g de levuri umede.

Astfel, rezulta ca in 1g de biomasa umeda cu betaglucan se contine 0,323 g substanta uscatd, respectiv
in 10g biomasa umeda (ceea ce corespunde cu masa initiald a probei de analizat) se contin 3,23 g biomasa
uscatd, restul constituind partea lichida.

Determinarea continutului de B-glucan in drojdia/sedimentul din vinul Victoria s-a efectuat dupa
urmatoarea fomula de calcul:

B—glucan (% la SU) = (m¢ p-glucan = Mt goala ) bMyseats X 100%0 2
unde: Mg p-giucan - masa fiolei cu B-glucan, 30,898g;
M goa1z — Masa fiolei goale, 30,413g;
DMyseats — biomasa uscata, 3,23 g.
B-glucan (% la SU) = (30,8989 - 30,4130)/ 3,23 g x 100% = 15,02%

Din calculul dat se poate concluziona ca in 10g de suspensie de drojdii din vin se contin 15,02% B-
glucan uscat. Rezultd cd continutul de B-glucan din drojdiile de vin este mult mai inalt iIn comparatie cu
acelasi parametru din componenta altor surse de cateva ori, in conformitate cu datele din Tabelul 1.2 [7,8,9].

Tabelul 2
Continutul comparativ de B-glucan din componenta diferitor surse
Nr. Continutul de B-glucani Continutul de B-glucani dupa sursele bibliografice, %
d/o din vinul Victoria, %
1 Ahmed Asfi: “in fasole se contin 2,4-3,5 % B-glucani”
2 15 Bushra Munir: “in porumb se contin 0,1-1,3 B-glucani
3 Tahira Tabassum: “in orz se contin 5-10 B-glucani in dependenta de soi”
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Datele din tabel explica clar ca continutul de B-glucan din drojdii este de circa 4 ori mai mare decét
din componeta fasolelor, de aproximativ 14 ori mai mare decéat in porumb si de cel putin 2 ori mai mare
decét in orz.

Concluzii

Extragerea B-glucanului din reziduurile de drojdii din vinuri reprezinta avantaje pentru procesul de
productie, astfel evitindu-se pierderile. De asemenea, activitatea biologica inalta si diversitatea domeniilor
de utilizare a B-glucanilor, in special a celor din levuri, evidentiaza oportunitatea studierii acestor compusi,
ce poseda potential inalt in promovarea sandtatii umane si elaborarea preparatelor biologic active cu utilizari
polivalente. Mai mult decat atat, continutul de B-glucan in drojdiile de vin este mai inalt comparativ cu
acelasi parametru din componenta altor surse, precum porumbul, orzul, fasolele, etc. fapt ce accentueaza
importanta extragerii lui anume din drojdiile de vinuri.
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