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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de incapsu-
lare a drojdiilor antagoniste, destinate producerii de
bioetanol prin fermentatia hidrolizatelor de cereale, la
un procedeu de uscare si conditionare a drojdiilor
incapsulate recuperate dupa fermentatia alcoolica, sila
biopreparatul rezultat, care este utilizat pentru protectia
plantelor impotriva agentilor fitopatogeni si, in special,
impotriva ciupercilor fito patogene si toxigene. Pro-
cedeul de Tncapsulare cuprinde amestecarea unei
solutii 1M de bicarbonat de sodiu cu o suspensie con-
centratd de drojdie, addugarea suspensiei rezultate
peste acid alginic, extrudarea suspensiei de drojdie

incapsulata in alginat de sodiu, cu formare de micro-
granule sferice, care se coaguleaza in solutie 0,25 M de
CaCl,, spalarea si mentinerea granulelor in solutie
Ringer pana la utilizare, dupa care se combina cu
hidrolizat din faind de grau, se fermenteaza pentru
reducerea continutului de glucoza, se separd si se
supun uscarii si conditionarii, rezultand un produs cu
granulatie mai mica de 1 mm si umectabilitate supe-
rioard, cu un continut de cel putin 10 la 8 ufc/g de com-
pozitie drojdii viabile.
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PROCEDEU DE INCAPSULARE A DROJDIILOR ANTAGONISTE, PROCEDEU DE
USCARE SI CONDITIONARE A DROJDIILOR INCAPSULATE RECUPERATE
DUPA FERMENTATIA ALCOOLICA S| BIOPREPARAT REZULTAT PRIN
FOLOSIREA ACESTORA

Prezenta inventie se refera la un procedeu de incapsulare a drojdiilor
antagoniste, destinate producerii de bioetanol prin fermentatia alcoolica a hidrolizatelor
de cereale, in special a celor provenite din loturi contaminate cu micotoxine, la un
procedeu de uscare si conditionare a drojdilor Tncapsulate recuperate dupa
fermentatia alcoolica si la biopreparatul rezultat prin folosirea succesiva a celor doua
procedee, destinat protectiei plantelor impotriva agentilor fitopatogeni, si in special
impotriva ciupercilor fitopatogene si toxigene.

Sunt cunoscute mai multe procedee de incapsulare a drojdiilor utilizate pentru
fermentatia alcoolica, drojdiile incapsulate prezentand avantajul de a fi indepartate mai
usor din mediul de fermentatie. Brevetul SUA 5070019 descrie un procedeu prin care
drojdiile, Saccharomyces bayanus si/sau Saccharomyces cerevisiae, sunt incapsulate
in granule de alginat de calciu si apoi sunt folosite pentru producerea de bauturi
alcoolice. Procedeul descris implica adaugarea amestecului de alginat de sodiu
0,5...5% - biomasa de drojdii, sub forma de picaturi extrudate printr-un ac de siringa,
intr-o solutie de 0,5% ...20% CaCl,, intarirea granulelor prin mentinerea timp de 30...
80 min n solutia de CaCl,, spadlarea granulelor pentru 100... 500 min, cu apa avand
max. 5 g/l saruri, uscarea granulelor spalate la temperaturi de 10...50°C si utilizarea
respectivelor drojdii Tncapsulate pentru fermentatie alcoolica.

Procedeul de incapsulare descris produce granule de dimensiuni relativ ridicate,
de 1..3 mm, datorita extrudarii printr-un ac de seringa. In practica sunt de preferat
granule de drojdie de dimensiuni mai mici, pentru ca acestea prezinta o suprafata mai
mare de contact dintre lichidul de fermentat si granulele cu drojdii incapsulate. Brevetul
SUA 6217916 se refera la un procedeu de Tncapsulare a drojdiilor cu formare de
granule de dimensiuni submilimetrice. Procedeul prevede o microemulsionare
prealabila, a amestecului de (pre)polimer - drojdii de imobilizat, intr-un ulei alimentar,
urmat apoi de polimerizarea / gelifierea (pre)polimerului din microemulsie.

Toate aceste procedee produc drojdii care sunt imobilizate in reteaua de alginat
de calciu care le incapsuleaza. Imobilizarea celulelor de drojdie este favorizatd de
omogenizarea initiala in solutiile de alginat de sodiu. Solutiile de alginat de sodiu sunt
usor acide, intrucat la fabricarea alginatului din biomasa algala tratarea cu hidroxid de
sodiu urmareste solubilizarea biopolimerului din peretii celulari si nu neutralizarea
tuturor resturilor de acizi uronici. Caracterul acid al solutiei de alginat de sodiu
determind modificarea Tnspre pozitiv a Tncarcaturii electrice a suprafetei celulelor de
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drojdie, datoritd caracterului amfoter al resturilor de aminoacizi din proteinele peretelui
celular. Celule de drojdie incarcate pozitiv sunt fixate de reteaua de molecule de
alginat, fiind apoi total imobilizate prin formarea retelei tridimensionale de alginat
reticulat cu ioni de calciu.

In cazul drojdiilor antagoniste imobilizarea prezinta dezavantajul reducerii ratei
de multiplicare a celulelor datorita constrangerilor sterice care inhiba procesele de
diviziune celulara prin inmugurire. Pentru drojdiile antagoniste agentilor fitopatogeni,
care sunt destinate atat fermentatiei alcoolice, cat si realizarii de produse pentru
protectia plantelor, este necesara multiplicarea biomasei concomitent cu desfagurarea
proceselor fermentative, deci sunt necesare procedee de incapsulare care sa asigure
in acelasi timp dimensiuni de ordinul sutelor de microni si o structuré cu constrangeri
sterice minime pentru celulele de drojdii sechestrate prin incapsulare.

Prelucrarea ulterioara a acestor drojdii antagoniste incapsulate, recuperate
dupa fermentare, destinate fabricarii de biopreparate de uz fitosanitar, implica si
dezvoltarea unui procedeu de uscare si de conditionare prin amestecarea cu
ingredientii de conditionare.

Cererea de brevet SUA US2004/0018274 descrie un procedeu de uscare a
biomasei de drojdii recuperate dupa procesul de fermentatie, prin care se asigura o
rata ridicata de supravietuire si o buna reactivare metabolica. Prin acest procedeu
biomasa de drojdie este trecuta succesiv prin doua tipuri de solutii, una care contine
stabilizatori de tipul trehalozei, maltitolului, manitolului, xilozei, $i a doua care contine
agenti de reducere a activitatii apei de tipul glicerolului, maltitolului si xilitolului, dupa
care uscarea se face la max. 30°C, intr-un uscator de tip pat fluid. Pentru cresterea
productivitatii ar fi utila utilizarea unor uscatoare cu o capacitate de uscare mai mare
per unitatea de timp, asa cum sunt de exemplu uscatoarele prin pulverizare. Brevetul
SUA 3962467 precizeaza insa clar o limita a temperaturii de uscare prin pulverizare de
maximum 55°C. Peste aceasta temperatura rata de supravietuire a drojdiilor scade
semnificativ. Intrucat uscarea prin pulverizare la temperaturi de sub 55°C nu determina
reducerea suficientd a continutului de apa, in cadrul procedeului protejat prin brevetul
SUA 3962467 se utilizeaza un procedeu de uscare combinat, uscare prin pulverizare
continuata prin uscare in pat fluid. Particulele care rezulta prin acest ciclu de uscare au
dimensiuni de peste 1 mm, dar mai mici de 1,7 mm.

La uscarea drojdiilor incapsulate trebuie evitata agregarea granulelor de alginat,
cu formarea de particule de dimensiuni mari, dificil de omogenizat cu ingredientii de
conditionare. Uscarea in pat fluid poate determina o agregare semnificativa a
granulelor de alginat, deci acest procedeu de uscare trebuie evitat pe cat posibil.

Uscarea granulelor de polimer hidrofil / alginat care contin drojdii (antagoniste)

incapsulate genereaza un produs cu o umectabilitate redusa datorita caracterului
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hidrocoloid, rezultat dintr-o hidrofilicitate ridicata a (bio)polimerilor cu masa moleculara
mare utilizati pentru incapsulare (alginat) si a celor produsi de drojdii (beta-glucani din
peretele celular al drojdiilor). Unii dintre compusi utilizati uzual pentru cresterea ratei
de supravietuire a drojdiilor la uscare (trehaloza, maltitol, xilitol, glicerol) accentueaza
caracterul hidrocoloid, cu inrautatirea umectabilitatii biopreparatului final.

Utilizarea finala a produsului, in aplicatii de protectia plantelor cultivate impotriva
agentilor de daunare, impune insa o umectabilitate ridicata. Procedeul de uscare
trebuie deci sa duca la formarea unui produs cu o granulatie mai mica de 1 mm sicu o
umectabilitate superioara, asigurand in acelasi timp o productivitate ridicata, cu
supravietuirea drojdiilor in cursul etapelor de uscare si de depozitare $i mentinerea
unei capacitati ridicate de reactivare metabolica.

Umectabilitatea poate fi ameliorata si in cursul etapei de amestecare cu
ingredientii de conditionare, prin adaugarea unor agenti de umectare si a unor
surfactanti suplimentari. In afara de umectabilitate, compozitile pe baza de drojdii
antagoniste utilizate In combaterea agentilor fitopatogeni trebuie sa indeplineasca si
alte criterii specifice utilizarii ca produse de protectia plantelor, respectiv stabilitate la
pastrare, absenta formarii de pulberi potential alergene Ila manipulare,
suspendabilitate, timp redus de omogenizare, eventual capacitate de autosuspendare
in apa, spumare redusa la amestecarea cu apa dura. Brevetul SUA 5780023 descrie 0
compozitie pe baza a doua drojdii antagoniste, Pichia guilliermondii NRRL Y-18314 si
Hanseniaspora uvarum NRRL Y-18527, care contine un agent purtator (amidon,
silicagel, talc), combinat cu un agent de suspendare (tragacanta, guma karaya, guma
carob, xantan, metilceluloza), la care se pot adauga prezervanti, agenti umectanti,
surfactanti pentru realizarea unui biopreparat care sa corespunda cerintelor utilizarii
practice. Agentii purtatori asigura o buna supravietuire a drojdiilor in timp, iar agentii de
suspendare asigura o buna suspendabilitate, dar combinatia drojdii - amidon -
metilceluloza de ex. genereaza materiale cu caracter hidrocoloid pronuntat, dificil de
solubilizat Tn apa. Actiunea agentilor umectanti si a surfactantilor este redusa datorita
duritatii crescute a apei folosite uzual pentru tratamentele n agricultura (care este de
obicei apa de fantana, motiv pentru care testele produselor de protectia plantelor se
fac cu apa dura standard). De asemenea compozitia care se realizeaza trebuie sa
includa exclusiv agenti de umectare biocompatibili, pentru a nu afecta supravietuirea in
timp a drojdiilor conditionate.

In cazul particular al compozitiilor pe baza de drojdii antagoniste, incapsulate in
granule de alginat sub-milimetrice, compozitia trebuie sa asigure fixarea
biopreparatului pe materialul vegetal pentru a evita spalarea Iui de precipitati, roua sau
vant si mentinerea relativ constanta a activitatii apei pentru a permite reactivarea

metabolica a drojdiilor si eliberarea lor din matricea de incapsulare.
3




etape:

A-2010-01383- -
21 -12- 2010

Procedeul de incapsulare a drojdiile antagoniste este alcatuit din urmatoarele

amestecarea a 800 ml solutie bicarbonat de sodiu 1M cu 200 mi de suspensie
drojdie antagonista Saccharomyces cerevisiae L.30b, concentrata, care contine
in jur de 107 ufc drojdii /ml;

addugarea celor 1000 ml de suspensie de drojdii in bicarbonat de sodiu 1 M
peste 17,69 acid alginic si solubilizarea acidului alginic prin formarea de alginat
de sodiu si eliberare de bioxid de carbon;

formarea microgranulelor sferice prin extrudarea suspensiei de celule de drojdie
- alginat de sodiu printr-un ac bont, la o rata constanta de 0,25 ml/min, realizata
cu ajutorul unei pompe de tip siringa de 20 ml, si sub actiunea combinata a
gravitatiei si @ unui camp electric format de un generator electrostatic de
picaturi, care genereaza o diferenta de potential electric de 6 kV pe distanta de
2,5 cm intre acul de formare a picaturilor si baia de coagulare cu solutie de
CaCl; 0,25 M;

mentinerea timp de 30... 35 min a granulelor in solutia de clorura de calciu,
pentru intarire;

spalarea granulelor prin introducere timp de 15 min in apa distilata;

mentinerea granulelor de alginat cu drojdie incapsulatda pana la utilizare in
solutie fiziologica Ringer, dar nu mai mult de 48 ore;

omogenizarea granulelor cu hidrolizat din faind de cereale, gréu, orz sau
porumb, obtinut Tn doua etape, prin fluidificare si zaharificare, in proportie
volumetrica de 5 ml granule cu drojdii incapsulate la 95 ml hidrolizat din faina de
cereale continand 150 g/l zaharuri fermentescibile, care poate fi contaminat cu
micotoxine precum deoxinivalenol, DON, peste limitele maxime admisibile;
Procedeul de uscare si conditionare a drojdiilor incapsulate recuperate dupa

fermentare este alcatuit din urmatoarele etape:

RREE /I
Cop

spalarea granulelor cu drojdie incapsulata cu solutie Ringer, Tn raport de 1:2, pe
o sitd granulometrica de 30... 60 mesh;

amestecarea a 300 g de granule de alginat cu drojdii incapsulate cu 1000 ml
solutie de bicarbonat de sodiu 0,1 M si omogenizarea suspensiei cu 0,75...0,85
g stearat de magneziu si 0,05...0,07 g ascorbat de sodiu;

uscarea suspensiei astfel rezultate pe o instalatie de uscare prin pulverizare cu
disc atomizor si cu aer incalzit ca agent de uscare, la o turatie de cel putin
20,000 rpm a discului atomizor, la o temperatura de intrare a agentului de
uscare de 120 ... 140°C si la o temperatura de iesire a agentului de uscare de
65...70°C;
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amestecarea a 28...28,5 g granule uscate cu 3,1... 3,2 g acid acrilic, 2,9..30g
acid citric, 1,4 ...1,6 g alcool polivinilic;

dizolvarea separatd a 0,7 ... 0,75 g de lecitina in 5 ml de alcool etilic;

granularea umeda a 36...36,3 g de amestec contindnd granule de alginat uscate
cu 5 ml solutie alcoolica preparata ca mai sus;

uscarea timp de 4... 5 ore a produsului rezultat ca urmare a granularii umede in
uscator cu tavi la presiune normala si la temperatura de max. 30°C.
Biopreparatul rezultat ca aplicare a procedeelor mentionate are urmatoarea

compozitie: 18,5 .. 20 parti de alginat de calciu, 7,5...7,7 parti de bicarbonat de sodiu,
3,2... 3,3 parti acid poliacrilic, 2,9...3,0 parti acid citric, 1,4 ...1,6 parti alcool polivinilic,
0,7..0,75 parti lecitina, 0,65.. 0,7 parti de stearat de calciu, 0,04.. 0,045 parti ascorbat
de sodiu si cel putin 10° ufc drojdii per gram de compozitie.

Procedeul de incapsulare a drojdiilor antagoniste prezinta urmatoarele avantaje:
celulele de drojdie nu se fixeaza de reteaua moleculelor de alginat, ci sunt
respinse de acestea intrucat au aceeasi incarcatura electrica negativa ca
urmare a suspendarii initiale intr-o solutie cu pH bazic;

celulele de drojdie care nu sunt imobilizate prezintda o mai mare libertate de
migcare $i 0 mai mare libertate de diviziune;

efervescenta blanda rezultatd la solubilizarea acidului alginic determina o
omogenizare foarte buna a moleculelor de alginat, cu expunerea lor in intreaga
masa de suspensie;

granulele care se formeaza sunt de dimensiuni submilimetrice datorita actiunii
de reducere a tensiunii superficiale de catre moleculele de alginat sub actiunea
campului electric.

Procedeul de uscare si conditionare a drojdiilor incapsulate recuperate dupa

fermentare prezinta urmatoarele avantaje:

limiteaza tendinta de aglomerare a granulelor de alginat de calciu datorita
repulsiei electrostatice dintre particulele cu aceeasi sarcina, rezultata ca urmare
a suspendarii in mediu usor bazic;

reduce timpul de expunere a drojdiilor la temperaturi ridicate ca urmare a turatiei
ridicate a discului atomizor si a efectului lubrifiant si de reducere a tensiunii
superficiale exercitat de stearatul de magneziu;

asigura o rata buna supravietuire a drojdiilor in timpul proceselor de uscare si
de depozitare datorita actiunii protective a acidului ascorbic;

asigura o umectabilitate buna a compozitiei rezultate, ca urmare a structurii
granulate poroase formate prin granulare umeda.

Compozitia de biopreparat rezultat ca aplicare a procedeelor mentionate are

urmatoarele avantaje:
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- nu formeaza pulberi potential alergene datorita structurii granulare;

- contine exclusiv agenti de conditionare biocompatibili, care nu afecteaza
supravietuirea drojdiilor;

- are o umectabilitate ameliorata sub actiunea lecitinei si a stearatului;

- prezintd capacitate ridicatda de autosuspendare in apa datorita sistemului
efervescent;

- are o suspendabilitate superioara, care este asigurata de agentii de suspendare
pe care-i contine, alcool polivinilic, sau care se formeaza la dizolvare,
poliacrilatul de sodiu si citratul de sodiu;

- nu spumeaza datorita cresterii semnificative a vascozitati sub actiunea
combinata a poliacrilatului de sodiu si a alcoolului polivinilic;

- asigura o buna fixare de suprafata materialului vegetal, sub actiunea aderenta
conjugata a alcoolului polivinilic $i a poliacrilatului de sodiu;

- formeaza pelicule pe suprafata resturilor vegetale pe care se aplica, in care apa
este retinutd de macromoleculele cu caracter hidrofil ridicat.

Se prezinta mai jos un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu. Se prepara 200 mi de suspensie de drojdie antagonista, de exempiu
Saccharomyces cerevisiae L30b, conform procedeelor cunoscute, cum ar fi de
exemplu reluarea biomasei crescute la suprafata unui mediu agarizat sau
concentrarea biomasei crescute pe mediu lichid aerat si agitat. Numarul de celule de
drojdie se masoara prin numarare pe lamela citometricd sau prin determinarea
densitatii optice la 600 nm (considerand DOggo =1 pentru 3x10” ufc drojdii/ml). Se aduc
cei 200 ml de suspensie de drojdie la o concentratie de 107 ufc drojdii /ml si se
amesteca cu 800 ml solutie bicarbonat de sodiu 1M. Cei 1000 ml de suspensie de
drojdii in bicarbonat de sodiu 1 M se aduc peste 17,6g acid alginic $i se solubilizeaza
acidului alginic prin formarea de alginat de sodiu si eliberare de bioxid de carbon.

Granulele sferice care contin celule de drojdie incapsulate se formeaza prin
extrudarea suspensiei de celule de drojdie - alginat de sodiu printr-un ac bont, la o rata
constanta de 0,25 ml/min. Aceasta extrudare este realizata cu ajutorul unei pompe de
tip siringad de 20 ml (Harvard Apparatus sau KD Scientific). Actiunea de formare a
picaturilor de suspensie drojdie Tn alginat de sodiu este sub actiunea combinata a
gravitatiei $i a unui cdmp electric format de un generator electrostatic, care genereaza
o diferenta de potential electric de 6 kV pentru doi electrozi placa, situati unul pe acul
bont de formare a picaturilor, la care este polul negativ si al doilea pe baia de
coagulare cu solutie de CaCl, 0,25 M, la care este polul pozitiv. Distanta dintre cei doi
electrozi este de 2,5 cm, iar campul electric se asigura fie cu un generator electrostatic
de picaturi (cum este de exemplu cel de la Niso Engineering, Elvetia), fie o sursa care

are capacitatea de a genera potentiale de 5 kV (cum este de exemplu sursa EV262 de
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la Consort, Belgia) la care se adapteaza electrozi placa. Sub actiunea campului
electric este fortatd migrarea moleculelor incarcate electric catre suprafata picaturii;
avand aceeasi sarcina ele se vor respinge reciproc, reducand tensiunea superficiala
care determina de fapt marimea picaturilor - granulelor formate, mentinand integritatea
picdturilor de suspensie pana la o anumita masa. Sub actiunea campului electric se
vor forma deci picaturi de dimensiuni mai mici, care vor genera granule sferice de
dimensiuni mai mici.

Granulele sferice formate prin coagularea alginatului in solutie de clorura de
calciu se mentin timp de 30... 35 min in solutia de clorura de calciu, pentru intarire. Se
spald apoi prin introducere timp de 15 min in apa distilata si apoi se mentin granulele
de alginat cu drojdie incapsulata pana la utilizare Tn solutie fiziologica Ringer (NaCl 6g,
KCI 0,075g, CaCl; 0,1 g, NaHCO3; 0,1 g), dar nu mai mult de 48 ore. Se omogenizeaza
granulele cu hidrolizat din faina de grau. Hidrolizatul de faina de grau (sau din oricare
altd cereald) se obtine conform procedeelor cunoscute, prin fluidificare cu a-amilaza
bacteriana termorezistenta si zaharificare cu gluco-amilaza fungica.

Hidrolizatul preparat ca mai sus se amesteca cu granule contindnd drojdie
incapsulata, in proportie volumetrica de 5 ml granule cu drojdii incapsulate la 95 ml
hidrolizat din faina de cereale. Se continua fermentatie timp de circa 42 ore, pana la
reducerea concentratiei de glucoza la mai putin de 2 g/l. Granule de alginat cu drojdie
incapsulatad se separa de plamada fermentata prin trecere pe o sita granulometrica de
30...60 mesh, fiind apoi supuse procesului de uscare si conditionare.

Granulele de alginat cu drojdii incapsulate recuperate dupa fermentare spalarea
granulelor cu drojdie incapsulatéd se spala cu solutie Ringer, in raport de 1 volum
granule : 2 parti solutie Ringer, pe o sitd granulometricd de 30... 60 mesh. Se
amesteca 300 g de granule de alginat cu drojdii incapsulate cu 1000 ml solutie de
bicarbonat de sodiu 0,1 M si se omogenizeaza suspensia cu 0,75...0,85 g stearat de
magneziu si 0,05...0,07 g ascorbat de sodiu. Suspensia se usuca pe o instalatie de
uscare prin pulverizare cu disc atomizor si cu aer incalzit ca agent de uscare, la 0
turatie de cel putin 20,000 rpm a discului atomizor, la o temperatura de intrare a
agentului de uscare de 120 ... 140°C si la o temperatura de iesire a agentului de
uscare de 65...70°C. O instalatie de uscare prin pulverizare care poate fi utilizatd n
acest scop este de exemplu Niro Production Minor Unit, produsa de Niro Gea sau
Laboratory spray dryer, produsa de ICF Cibec. Dupa uscare se amesteca 28...28,5 g
granule uscate cu 3,1... 3,2 g acid acrilic, 2,9...3,0 g acid citric, 1,4 ...1,6 g alcool
polivinilic. Produsul rezultat, 36...36,3 g de amestec contindnd granule de alginat
uscate, se granuleaza cu 5 ml solutie alcoolica, care contine 0,7 ... 0,75 g de lecitina
dizolvate in 5 ml de alcool etilic. Se usuca timp de 4... 5 ore produsul rezultat ca

urmare a granularii umede in uscator cu tavi la presiune normala si la temperatura de
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max. 30°C. Se formeaza un biopreparat care contine granule spongioase de
dimensiuni de 3..4 mm. Acest biopreparat rezultat ca aplicare a procedeelor
mentionate are urmatoarea compozitie: 18,5 .. 20 parti de alginat de calciu, 7,5..7,7
parti de bicarbonat de sodiu, 3,2... 3,3 parti acid poliacrilic, 2,9...3,0 parti acid citric, 1,4
...1,6 parti alcool polivinilic, 0,7..0,75 parti lecitina, 0,65.. 0,7 parti de stearat de calciu,
0,04.. 0,045 parti ascorbat de sodiu si cel putin 10® ufc drojdii per gram de compozitie.
Procedeele descrise in exempiul de mai sus au fost aplicate pe un hidrolizat
realizat din faind de grdu contaminata cu deoxinivalenol (DON) la un nivel de 1400
pg/kg, nivel peste limita admisibila de 1,2 ppm. Intr-un vas de reactie din inox, prevazut
cu manta rezistenta la abur 1 bar, 121°C, de 10 |, s-au adus 1360 g faina de grau,
contindnd circa 818 g amidon, care au fost dispersate cu 3 | apa distilata,
amestecandu-se pana la formarea unei paste. Vasul de reactie contindnd pasta de
faina de grau a fost mentinut timp de 5 min la 105 °C pentru a se produce gelatinizarea
amidonului. Dupa autoclavare flaconul a fost racit la 95°C si incubat la aceasta
temperaturd. In pasta de fainad de grau la 95°C s-au adaugat 5 g de a-amilaza
bacteriana (activitate enzimatica > 1500 U / kg), 3 ml solutie dintr-o solutie 1 mM de
clorura de calciu (continand 1 pM de Ca*" per ml, respectiv 4 mg de ioni de calciu
pentru 100 g de pastd de amidon = 40 mg/kg = 40 ppm Ca®"). Suspensia gelifiata a
fost incubata la 95°C timp de 2 ore. La sfarsitul perioadei de incubare s-a verificat
solubilizarea amidonului, adaugand peste 2..3 ml suspensie fluidizata, racita la
temperatura camerei, 0,1 ml solutie de iod in iodura de potasiu (preparata prin
dizolvarea 2 g iod $i 5 g iodura de potasiu Tn 100 ml apa distilatd). Cu aceasta solutie
de iod amidonul formeaza o culoare albastra specifica, iar maltodextrinele rezultate
prin solubilizarea amidonului / fluidificarea suspensiei de faina gelifiate genereaza o
culoare rosiatica, a carei intensitate descreste cu gradul de hidroliza. Solutia rezultata
prin fluidificarea fainii de grau a fost racita la 55°C si s-au adaugat 7,5 ml de
amiloglucozidaza fungica (activitate enzimatica > 2000 U/kg). S-a incubat timp de 8
ore pentru zaharificare; la final s-au prelevat probe de 1 ml in care s-au determinat
gruparile reducatoare cu reactiv DNS. Solutia de zaharuri fermentescibile rezultata a
fost adusa la 6000 ml cu apa distilata, pentru a se obtine o solutie continand 150 g/l.
Peste cei 6000 ml apa distilatd s-au adus 300 ml granule cu drojdie antagonista
Saccharomyces cerevisiae L30b (numar de depozit DSM 23648, orice alta drojdie
antagonista fermentativa putand fi folosita), incapsulatéd conform exemplului de mai
sus. S-a procedat la fermentare, la separarea granulelor cu drojdie incapsulata, la
uscarea $i conditionarea granulelor cu drojdie Tncapsulata conform exemplului de mai
sus, ca si la suspendarea biopreparatului in apa dura standard, 1 g la 1000 ml
(echivalent al unei doze de 1 kg/ha reluatda in 1000 ml). Dupa fiecare stadiu s-a

determinat numarul de drojdii Tncapsulate prin tehnica unitatilor formatoare de colonii.
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Prima dilutie a fost realizata in solutie 2% de citrat de sodiu, pentru a dizolva gelul de
alginat de calciu. In acelasi timp s-a verificat si pastrarea caracteristicilor antagoniste in
vitro ale drojdiei S. cerevisiae L30b, incapsulate si prelucrate conform procedeelor
descrise, fatd de o tulpind de Fusarium graminearum DSM 4527 producatoare de
deoxinivalenol DON.

Tab.1. Influenta diferitelor etape ale procedeelor conform inventiei asupra
numarului de drojdii antagoniste incapsulate si a activitatii antagoniste a drojdiilor

Activitate antagonista in vitro

Etape Coi:t/oerr:Ti eprocedee Numar dro;rdaun EJL:S per gram fata de F. graminearum
- 9 DSM4527*

Incapsulare 2,5x 107 0,1; Puternic antagonist (PA)
Dupa fermentarea
hidrolizatului de cereale 3,7x10" 0,1; Puternic antagonist (PA)
contaminat cu DON
Dupa uscare prin pulverizare 1,2x108 0,1; Puternic antagonist (PAﬂ
Dupa conditionare si reluare 1,5x10° 0,1; Puternic antagonist (PA)

in apa dura standard

*Antagonism (A) cu atat mai puternic (PA) cu cat valorile coeficientului x sunt mai apropiate de valoarea
0; calcularea coeficientului x s-a realizat pe baza raportului dintre razele interne (i) si externe (e) ale
ciupercii test (A) si a drojdiei (B), dupa formula : x = iA/iB x eB/Ea.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tab.1. Aceste rezultate dovedesc: (/)
inmultirea semnificativa a drojdiilor antagoniste Tncapsulate in timpul fermentatiei, in
pofida incapsularii si a prezentei DON in exces; (/i) supravietuirea drojdiei antagoniste
in cursul etapelor de uscare si conditionare, inclusiv la reluarea biopreparatului in
solutii apoase; (ii/) pastrarea proprietatilor antagoniste in vitro ale drojdiilor supuse
operatiilor de incapsulare si de fermentare, multiplicare, uscare si conditionare in stare
incapsulata.

In cursul fermentatiei au fost monitorizati principalii parametri specifici, respectiv
concentratia de etanol (si parametrii derivati precum randamentul $i productivitatea
volumetrica) si concentratia de glucoza (determinata prin lichid cromatografie) si
numarul de drojdii incapsulate, determinate prin tehnica unitatilor formatoare de
colonii, dupa realizarea primei dilutii in solutie 2% de citrat de sodiu, pentru a dizolva
gelul de alginat de calciu. Conditile analizei lichid cromatografice prin care s-au
determinat simultan concentratia de alcool si de glucoza au fost: Sistem Agilent 1290
Infinity LC, coloana Hi-Plex H 8 ym, 300 x 7,7 mm, p/n: PL1170-6830; eluent: acid
sulfuric 5 mM; gradient isocratic; flux de 0,7 mi/min., volum injectat 20 ul, temperatura
60°C, presiune 4.6 MPa (46 bari), detector cu indice de refractie, mentinut la 55°C.
Rezultatele sunt prezentate in tab. 2.
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Tab.2. Evolutia unor parametri specifici fermentatiei hidrolizatului de faina de
grau contaminat cu DON prin utilizarea drojdiilor antagoniste imobilizate conform
procedeului descris Tn inventie.

(Timp fermentatie (ore) 25 40 |
Concentratie etanol (%g/g) 7,97 8,98
Randament etanol (g/g) 0,45 0,52
Productivitate volumetrica (g/l/h) 3,06 0,52
Concentratie reziduala de glucoza (g/l) 87,6 2,36
Numar celule drojdie (x10'° ufc) 0,15 2,24

Aceste rezultate din tab. 2 aratd o capacitatea ridicatd de fermentare a
hidrolizatelor de cereale contaminate cu micotoxine de catre drojdiile antagoniste
incapsulate Tn granule de alginat de calciu, in paralel cu o multiplicare peste limita
uzual Tntalnita in procesele de fermentare cu drojdii.

S-a testat si capacitatea biopreparatului obtinut in final, comparativ cu cea a
suspensiei de drojdii de aceeasi concentratie in limitarea producerii de ascospori de
catre ciuperca Fusarium graminearum Schw. DSM 4527 (teleomorfa Gibberella zea
Schw. Petch). Ciuperca toxigena, forma conidiala, F. graminearum, a fost cultivata pe
mediu Tnclinat cartof — glucoza - agar. Dupa 7 zile de crestere cultura a fost reluata in
tampon fosfat salin, pH 7,2, adusa la 10° ufc/ml si inoculata (0,1 ml / g) peste paie de
grau sterilizate prin autoclavare. Acelasi tratament a fost aplicat si unor variante
experimentale tratate aseptic (anterior, concomitent sau ulterior) cu biopreparat
realizat conform exemplului (0,1 ml dintr-o suspensie realizata prin dizolvarea a 1 g
biopreparat la 1 | suspensie, pentru 10 g de paie) $i cu inocul de reluat de pe mediu
YEM agarizat, inclinat (inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie).

Paiele au fost trecute apoi aseptic pe placi Roux, inchise cu dopuri de vata, care
contineau céate 5 g de vermiculit steril, umectat cu cate 5 ml de apa sterila. Placile au
fost incubate timp de 21 zile, la 25°C, si in lumina fluorescentd cu dominanta in UV
apropiat (2 lampi F40 BLB, doua lampi F40 CWX, Philips). Vermiculitul a fost
reumectat de doua ori pe saptamana. Captarea ascosporilor s-a realizat cu ajutorul
unor lamele de microscop 25 x 75 mm, tratate cu silicon si plasate la 10 mm de gatul
placii Roux. Dupa 21 de zile s-a lasat vermiculitul sa se usuce timp de 5 zile, dupa
care a fost re-umectat abundent cu 7 ml de apa sterila. Aceasta alternanta a favorizat
ejectarea sporilor din apoteci. Spori captati in uleiul siliconi au fost numarati la
microscop, pe 25% din suprafata lamelei. Fiecare varianta experimentald a fost
realizata in trei repetitii, iar intregul experimentul a fost repetat o datd. Datele au fost
interpretate pe baza testului Friedman pentru masurari repetate. Rezultatele sunt
prezentate in tab.3. de mai jos.
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Tab.3. Influenta aplicarii biopreparatului pe baza tulpinii de drojdie antagonista
S. cerevisiae L30b obtinuta conform procedeelor descrise in inventie, comparativ cu a
suspensiei de drojdii antagoniste L.30b, asupra producerii de ascospori de catre
Fusarium graminearum DSM 4527 (teleomorfa Gibberella zea).

Ascospori % fata
Varianta experimental& (x10°) per cm? de

de substrat’ martor
Martor, paie de grau neinoculate cu microorganisme 126 a )
antagoniste, inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie '
Pre-inoculat cu biopreparat cf. ex., inoculare 0,1 ml suspensie 171¢ 13,57%
10° ufc/mi per g de paie :
Inoculat concomitent cu biopreparat cf. ex., inoculare 0,1 mi 261 be 20,71%
suspensie 10° ufc/ml per g de paie ’
Post-inoculat cu biopreparat cf. ex., inoculare 0,1 ml suspensie 427 b 25,95%
10° ufc/mi per g de paie ’
Pre-inoculat cu 0,1 ml suspensie L30b 10° ufc/ml per g de paie, 162 12,86%
inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie e a
Inoculat concomitent cu 0,1 ml suspensie L30b 10° ufc/ml per g 287 be 22,78%
de paie, inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie '
Post-inoculat cu 0,1 ml suspensie L30b 10° ufc/ml per g de paie, 415D 32,94%
inoculare 0,1 ml suspensie 10° ufc/ml per g de paie ' J

* valorile urmate de aceeasi literd nu diferd semnificativ pentru testul Friedman la 0,05 nivel de
incredere.

Rezuitatele din tab.3. demonstreazd ca biopreparatul realizat pe baza
procedeelor descrise in inventie este eficienta in reducerea dezvoltarii si sporularii
ciupercilor fitopatogene si toxigene F. graminearum. Tulpina conditionata sub forma de
biopreparat rezultat in urma aplicarii procedeelor conform inventiei este la fel de
eficace ca si tulpina ca atare, aplicata sub forma de suspensie.
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PROCEDEU DE INCAPSULARE A DROJDIILOR ANTAGONISTE, PROCEDEU DE
USCARE S| CONDITIONARE A DROJDIILOR INCAPSULATE RECUPERATE
DUPA FERMENTATIA ALCOOLICA S| BIOPREPARAT REZULTAT PRIN
FOLOSIREA ACESTORA

Revendicari

1. Procedeul de incapsulare a drojdiile antagoniste conform inventiei caracterizat prin
aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: amestecarea a 800 ml solutie bicarbonat
de sodiu 1M cu 200 ml de suspensie drojdie antagonistda Saccharomyces cerevisiae
L30b, concentrat3, care contine in jur de 107 ufc drojdii /ml; adaugarea celor 1000 m
de suspensie de drojdii in bicarbonat de sodiu 1 M peste 17,6g acid alginic si
solubilizarea acidului alginic prin formarea de alginat de sodiu si eliberare de bioxid de
carbon; formarea microgranulelor sferice prin extrudarea suspensiei de celule de
drojdie - alginat de sodiu printr-un ac bont, la o rata constanta de 0,25 ml/min, realizata
cu ajutorul unei pompe de tip siringa de 20 ml, si sub actiunea combinata a gravitatiei
si a unui camp electric format de un generator electrostatic de picaturi, care genereaza
o diferentd de potential electric de 6 kV pe distanta de 2,5 cm intre acul de formare a
picaturilor si baia de coagulare cu solutie de CaCl; 0,25 M; mentinerea timp de 30... 35
min a granulelor in solutia de clorura de calciu, pentru intarire; spalarea granulelor prin
introducere timp de 15 min in apa distilata; mentinerea granulelor de alginat cu drojdie
Tncapsulata pana la utilizare in solutie fiziologica Ringer, dar nu mai mult de 48 ore;
omogenizarea granulelor cu hidrolizat din faina de cereale, grau, orz sau porumb,
obtinut in doua etape, prin fluidificare si zaharificare, in proportie volumetrica de 5 mi
granule cu drojdii incapsulate 1a 95 ml hidrolizat din faina de cereale continand 150 g/I
zaharuri fermentescibile, care poate fi contaminat cu micotoxine precum
deoxinivalenol, DON, peste limitele maxime admisibile.

2. Procedeul de uscare si conditionare a drojdiilor incapsulate conform revendicarii 1,
recuperate dupa fermentare, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele
etape: spalarea granulelor cu drojdie incapsulata cu solutie Ringer, in raport de 1:2, pe
o sitd granulometricd de 30... 60 mesh; amestecarea a 300 g de granule de alginat cu
drojdii incapsulate cu 1000 ml solutie de bicarbonat de sodiu 0,1 M si omogenizarea
suspensiei cu 0,75...0,85 g stearat de magneziu si 0,05...0,07 g ascorbat de sodiu;
uscarea suspensiei astfel rezultate pe o instalatie de uscare prin pulverizare cu disc
atomizor si cu aer incalzit ca agent de uscare, la o turatie de cel putin 20,000 rpm a
discului atomizor, la o temperatura de intrare a agentului de uscare de 120 ... 140°C si
la o ternperatura de iesire a agentului de uscare de 65...70°C; amestecarea a 28...28 5

g granule uscate cu 3,1... 3,2 g acid acrilic, 2,9...3,0 g acid citric, 1,4 ...1,6 g alcool
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polivinilic; dizolvarea separata a 0,7 ... 0,75 g de lecitind in 5 ml de alcool etilic;
granularea umeda a 36...36,3 g de amestec continand granule de alginat uscate cu 5
ml solutie alcoolica preparatd ca mai sus; uscarea timp de 4... 5 ore a produsului
rezultat ca urmare a granuldrii umede in uscator cu tavi la presiune normala si la
temperatura de max. 30°C.

3. Biopreparat rezultat ca aplicare a procedeului conform revendicarii 2 caracterizat
prin aceea ca este alcatuit din: 18,5 .. 20 part de alginat de calciu, 7,5...7,7 parti de
bicarbonat de sodiu, 3,2... 3,3 parti acid poliacrilic, 2,9...3,0 parti acid citric, 1,4 ...1,6
parti alcool polivinilic, 0,7..0,75 parti leciting, 0,65.. 0,7 parti de stearat de calciu, 0,04..
0,045 parti ascorbat de sodiu si cel putin 108 ufc drojdii per gram de compozitie.
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