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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de producere a siro-
pului de fructozd din inulina din material vegetal, des-
tinat pentru suplimentarea hranei pentru albine, in tim-
pul iernii si in perioadele lipsite de cules. Procedeul
conform inventiei consta, intr-o prima etapa, in tocarea
materialului vegetal si amestecarea acestuia cu apa, in
proportie de 1:1, apoi omogenizarea intr-un omogeniza-
tor cu piston la Tnalta presiune, doua cicluri la 50 MPa,
separarea prin filtrare a materialului lignocelulozic neso-
lubilizat de solutia care include componente hidroso-

lubile, din material vegetal, inclusiv inulina, urmata de
hidroliza inulinei din solutie, prin adaugarea unei
inulaze, si separarea prin ultrafiltrare tangentiala a
fructo-oligozaharidelor de proteine si ceilalti biopolimeri
din solutie, si, in final, hidroliza fructo-oligozaharidelor
din permeat pe o coloana care contine inulaza imobili-
zata pe o retea de nanofire polimerice.
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PROCEDEU PENTRU PRODUCEREA SIROPULUI DE FRUCTOZA HRANA
PENTRU ALBINE

Aceastad inventie se refera la un procedeu de producere a siropului de
fructoza, din inulind acumulata in organele de depozitare ale unor plante ca
topinamburul, Helianthus anuus, dalia, Dahlia spp., cicoarea, Cichorium intybus, si
care este destinat pentru suplimentarea hranei pentru albine, in timpul iernii si in
perioadele lipsite de cules.

Sunt cunoscute diverse procedee de obtinere a fructozei din inulina
acumulata in organele de depozitare ale unor plante. Brevetul GB 659 501 se
referd la un procedeu de obtinere a fructozei din material vegetal care contine
inulina, liber de inulaza, obtinut prin incalzirea materialului vegetal la 80°C,
extractia cu apa in contracurent pana la atingerea unei concentratii de 18%
inulind, adaugarea de substante alcaline pentru cresterea pH pana la 10...11,
cristalizarea inulinei si hidroliza ei ulterioara prin procedee cunoscute. Pentru a
reduce pierderile de carbohidrati in cursul procesului de obtinere a fructozei din
tuberculi de topinambur brevetul RU2218061 propune un procedeu care include
electro-plasmoliza tuberculilor de topinambur tocati, separarea sucului cu inulina
de pulpa epuizata prin presare, hidroliza inulinei cu acid orto-fosforic, purificarea
sucului cu carbune activ, clarificarea cu lapte de var si concentrarea siropului pana
la 50% fructoza.

Hidroliza acida determina insa formarea unor compusi de deshidratare ai
carbohidratilor, ca de ex. 5-metil-furfuralul, care reduc puterea de indulcire a
siropului de fructoza si care sunt toxici pentru albine (Barker, 1977, Amer. Bee J.
117: 76-77).

Procedeele enzimatice de hidroliza a inulinei se desfasoara la temperaturi
mai scazute si la un pH usor acid — neutru, deci este evitata formarea compusilor
de deshidratare a carbohidratilor. Brevetul SUA 4 277 563 descrie un procedeu de
hidroliza enzimatica a inulinei, cu utilizarea inulazei in solutie apoasa, urmata de
recuperarea fructozei cristaline din solutia apoasa. Se obtine un produs de puritate
avansata, dar consumurile de enzima, utilizata libera in solutie, ca si consumurile
energetice necesare pentru cristalizarea fructozei, compus cu mare solubilitate in

apa, sunt ridicate.
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Cererea de brevet CN101845470 prezinta un procedeu de hidroliza a
inulinei cu enzime imobilizate, prin care se obtine un sirop cu un continut ridicat de
fructoza. Se reduce consumul de enzima, care poate fi refolositd la mai multe
cicluri de hidroliza, si se reduc consumurile energetice evitdndu-se cristalizarea
fructozei. In majoritatea aplicatiilor industriale, inclusiv pentru hranirea albinelor,
fructoza se utilizeaza ca sirop. Deci o forma de comercializare a fructozei sub
forma de sirop nu reprezinta un dezavantaj, ci dimpotriva, este preferata datorita
usurintei in utilizare.

Procedeul prezentat de cererea de brevet CN101845470 determina si
formarea de fructo-oligozaharide. Fructo-oligozaharidele au o actiune prebiotica,
stimuland dezvoltarea bacteriilor probiotice (Sangeetha et al., 2005, Trends Food
Sci. Tech., 16:442-457) benefice pentru sanatatea omului, deci prezenta unor
astfel de compusi in siropul de fructoza destinat consumului uman nu reprezinta
un dezavantaj, ci un avantaj competitiv pentru produs, care poate fi comunicat
consumatorilor si ca un produs prebiotic.

In cazul siropurilor de fructoza destinate hranei albinelor este insa necesar
ca fructo-oligozaharidele sa se re-gaseasca in cantitate cat mai mica.
Concentratia in care fructo-oligozaharidele se regasesc in miere, si care sustine
dezvoltarea unor bacterii probiotice benefice este de max. 58 mg/kg (0,058 mg/g,
Mei et al., 2010, Int. Food Res. J., 17:557-561). O cantitate mai ridicata de fructo-
oligozaharide, in special din cele cu 3 si mai mult resturi de fructoza, reprezinta un
indicator de falsificare a mierii cu sirop de fructoza obtinut din inulina (Ruiz-Matute
et al., 2010, J. Food Compos. Anal. 23: 273-276). Siropurile de fructoza folosite
pentru hrana albinelor trebuie sa contina concentratii foarte scazute de oligo-
fructozaharide, pentru a evita posibile probleme legate de suspiciuni privind
falsificarea mierii, care pot aparea ca rezultat al transferul fructo-oligozaharidelor
de catre albine din hrana de substitutie in mierea care ulterior este comercializata.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu
de obtinere, din material vegetal care contine inulina, a unui sirop de fructoza in
care fructo-oligozaharidele se regasesc in concentrati mai mici decat cele
prezente in mod natural in miere.

Solutia la problema tehnica o reprezinta un procedeu de hidroliza a inulinei
pe un sistem catalitic dublu, care include o hidroliza pariala a inulinei din sucul

obtinut din material vegetal, pentru a permite formarea de fructo-oligozaharide,
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care apoi sunt separate de proteine si alti biopolimeri prin ultrafiltrare tangentiala,
urmata de hidroliza fructo-oligozaharidelor separate prin trecere pe o coloana care
contine inulaza imobilizata pe o retea de nanofire polimerice.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:
- Tocarea tuberculilor de topinambur, a tuberculilor de dalie sau a radacinii
de cicoare, si amestecarea materialului vegetal tocat cu apa, in proportie de 1:1;
- omogenizarea intr-un omogenizator cu piston la inalta presiune, doua cicluri
la 50 MPa;
- separarea prin filtrare a materialului lignocelulozic nesolubilizat de solutia
care include componentele hidrosolubile din materialul vegetal, inclusiv inulina;
- hidroliza inulinei din solutie prin addaugarea unei inulaze si separarea prin
ultrafiltrare tangentiald a fructo-oligozaharidelor de proteine si ceilalti biopolimeri
din solutie;
- hidroliza fructo-oligozaharidelor din permeat pe o coloana care contine
inulaza imobilizata pe o retea de nanofire polimerice.

Aspecte preferate in realizarea procedeului sunt:
- hidroliza inulinei se realizeaza cu un amestec de exoinulaza (EC 3.2.1.80)
si endoinulinaza (EC 3.2.1.7) din Apergillus niger, 1 g de enzima cu o activitate de
2000 INU/g , aplicata intr-o doza de 1 g la 1 litru solutie de compusi solubili din
material inulinic, cu 7,5% s.u. determinata refractometric, timp de 4 ore la pH 4,6 si
la temperatura de 50°C;
- ultrafiltrarea, pentru separarea fructo-oligozaharidelor de proteine si ceilalti
biopolimeri din solutie, pe o membrana cu limitd de excludere de 1 KDa,
continuatd pana la atingerea unei concentratii de 8% fructo-oligozaharide in
permeat;
- hidroliza oligozaharidelor din permeat pe o coloand care contine un
amestec de exoinulaza (EC 3.2.1.80) si endoinulinaza (EC 3.2.1.7) din Apergillus
niger, imobilizate pe o retea de nanofire polimerice, la o activitate de 500 INU per
ml de suport cromatografic, la temperatura de 45°C si la pH 5,5 si un debit de 5
ml/min pe o coloana de 250 ml.

Reteaua de nanofire din polimerice in care este imobilizata inulaza este, de
ex. o retea de nanofire / nanotuburi de polipirol, distantata de spuma poliuretanica
acoperita cu tuburi de nanocarbon. Refeaua de nano-fibre este fabricatd prin

folosirea abordarii sintezei bazate pe membrane ca nano-matritd pentru formarea
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nanomaterialelor, iar spuma de poliuretan acoperitd cu tuburi de nanocarbon se
prepara prin metoda strat-peste-strat (“layer-by-layer’) forméandu-se un material cu
un raport specific suprafatd / volum foarte mare. Reteaua de nanofire este
omogenizata cu spuma poliuretanica acoperitd cu tuburi de nanocarbon, in raport
egal, 1 parte la 1 parte, in 4 parti tampon citrat pH 5,5, prin sonicare cu 100W timp
de 15 min. O astfel de structura cu o foarte mare suprafata permite realizarea unei
incarcari ridicate cu inulazd a suportului si asigurd o hidroliza totald a fructo-
oligozaharidelor la fructoza.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

- Asigura formarea unui sirop de fructoza cu o mare valoare nutritivd pentru
albine, fara compusi de deshidratate ai carbohidratilor toxici pentru albine si cu un
continut de fructo-oligozaharide in limita celui prezent in mod natural in miere;

- Reduce pierderile de inulina in pulpa epuizata, inulina endocelulara fiind
regasita total in sucul rezultat dupa omogenizarea la inalta presiune, care lizeaza
in totalitate celulele vegetale;

- Permite separarea proteinelor din materialul vegetal, care apoi pot fi
prelucrate ca furaj pentru albine sau alte animale.

Inventia se ilustreaza prin exemplul de mai jos.

Exemplu. 1000 g de tuberculi de topinambur se toaca pe o masina de tocat.
1 parte material vegetal tocat se amesteca cu 1 parte apa si apoi se
omogenizeaza intr-un omogenizator cu piston (GEA Niro Soavi Arriete NS2006),
doua cicluri la 50 MPa. Materialul lignocelulozic nesolubilizat se separa prin filtrare
de solutia care include componentele hidrosolubile din materialul vegetal, inclusiv
inulina. Filtrarea se realizeaza pe hartie de filtru Whatman nr.1, folosind o palnie
Buchner pusa pe un vas Kitasato conectat la o trompa de apa.

Solutia rezultatda se concentreaza pana la 7,5% substantd uscata
determinata refractometric, iar in concentrat se aduce pH-ul la valoarea 4,6 prin
adaugare de HCI 1 N. Concentratul se trece intr-un balon cu fund plat de 1000 ml,
cu trei gaturi, cu refrigerent, termometru, palnie de adaugare si agitator magnetic.
Concentratul se aduce la temperatura de 50°C si se realizeaza hidroliza inulinei
timp de 4 ore cu un amestec de exoinulaza (EC 3.2.1.80) si endoinulinaza (EC
3.2.1.7) din Apergillus niger (Fructozyme L, Novozyme A/S, Bagvaerd,

Danemarca). 1 g de enzima cu o activitate de 2000 INU/g este aplicata intr-o
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doz& de 1 g la 1 litru solutie de compusi solubili din material inulinic, cu 7,5% s.u.
determinata refractometric.

O unitate inulaza, INU, este cantitatea de enzima care produse 1 pumol de

zaharuri reducatoare (exprimate ca glucoza) pe min in conditii standard, la pH 4,5
si temperatura de 45°C. Orice alt amestec de exo- si endo-inulaze poate fi folosit,
cu conditia asigurarii activitatii enzimatice necesare.
- Hidrolizatul se reia si este ultrafiltrat tangential pe un sistem de ultrafiltrare
tangentiala Prostak (Merck Millipore, Billerica, MA, SUA) prevazut cu o membrana
Ultracel PLAC (Merck Millipore) din celuloza regenerata, cu limita de excludere de
1 KDa. Se continua ultrafiltrarea pana la atingerea unei concentratii de 8% fructo-
oligozaharide in permeat. Permeatul se trece pe o coloana cu diametrul de 4 cm si
volum de 250 ml, care contine un amestec de exoinulaza (EC 3.2.1.80) si
endoinulinaza (EC 3.2.1.7) din Apergillus niger, imobilizate pe o retea de nanofire
polimerice, la o activitate de 500 INU per ml de suport cromatografic, la un debit
de 5 ml/min. Coloana este mentinuta la o temperatura de 45°C si a fost initial
echilibrata cu tampon citrat pH 5,5.

Enzima care se imobilizeaza este Fructozyme L (Novozyme A/S), cu o
activitate initiala de 2000 INU/g. Reteaua de nano-fire se fabrica, de preferinta, pe
0 membrana de policarbonat cu pori mai mici de 0,2 W, in care se formeaza
nanofire de polipirol. Membrana de policarbonat este fixata intre doua tuburi, unul
umplut cu solutie apoasa de 0,2 M monomer pirol si celdlalt cu o solutie de
oxidanti, 0,1 M FeCl; si 0,1 M (NH;)SO4. Pori membranei, de circa 100 nm
diametru, functioneaza ca matrite pentru polimerul care se formeaza in interiorul
membranei. Pe masura ce se formeaza polipirol in interiorul membranei solutia
devine treptat verde-albastru intunecat. Procesul de nano-formare in matrita
membranara este finalizat in circa 2..3 ore la temperatura camerei, polimerizarea
continuand in afara porilor, la suprafatele membranei. In momentul in care se
observa formare de polipirol pe ambele suprafete ale membranei de policarbonat
procesul de polimerizare se intrerupe prin indepartarea celor doua solutii, o parte
a membranei este curatata cu cloroform, iar pe cealaita parte se depune un film de
50 nm de titan-aur, intr-o incintd de depunere cu vacuum. Pentru a obtine of retea
de nanofire membrana de policarbonat, care a folosit ca matrita este indepartata
prin dizolvare in cloroform. Spuma poliuretanica cu nanotuburi de carbon folosita

pentru distantarea retelelor de nanofire de polipirol se obtin in urmatoarele etape:
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supa poliuretanica este tratata cu UV-ozon pentru 30 min. 0,1 g de nano-tuburi de
carbon multistrat (MWNT), cu un diametru de 6..9 nm si lungimea de 5 um sunt
dispersate in 0,1 g de solutie 10mM polistiren sulfonat (SPS) si 0,1 N NaCl prin
sonicare la 200 W timp de 40 min si apoi sunt incubate pentru 24 ore. Rezulta
SPS acoperit cu MWNT, care este separat prin filtrare pe 0 membrana cu pori de
0,22 um, si spalat pe filtru de trei ori cu apa distilata. SPS acoperit cu MWNT este
redispersat in apa distilatd prin sonicare la 100 W timp de 15 min. Spuma
poliuretanica este imersata in 1% solutie polietilenimina (PEI) timp de o ora si
spalata de trei ori cu apa distilata. Este apoi imersata in solutie de SPS acoperit cu
MWNT pentru 15 min, urmata de spalari cu apa distilata de trei ori. Spuma
poliuretanica este apoi acoperita cu un monostrat de policlorura de
dialildimetilamoniu (PDAC) prin scufundare in solutie 20mMPDAC cu 0,1 M NaCl
pentru 20 min, urmata de spalare cu apa distilata de trei ori. Procesul este repetat
pana la formarea a 5 straturi de SPS-MWNT/PDAC pe spuma poliuretanica.
Spuma poliuretanica acoperitd cu cinci straturi SPS-MWNT/PDAC este apoi
omogenizata cu retea de tuburi de nanopirol, in raport egal, 1 parte la 1 parte, in 4
parti tampon citrat pH 5,5, prin sonicare cu 100W timp de 15 min. Suspensia
rezultata este impachetata de o coloana de diametrul de 4 cm si volum de 250 ml.
Pe aceasta coloana se realizeaza fixarea enzimei prin percolarea a 180 ml solutie
obtinuta prin diluarea 1:1, cu tampon citrat pH 5,5, a Fructozyme L, 2000 INU/ml,
la un debit de 0,5 ml/min. Coloana se mentine la temperatura de 40°C prin
termostatarea eluantului, si se aplica o diferenta de potential de 1,5 V intre pariea
superioara si cea inferioara, anodul fiind in partea superioara. Aceasta diferenta
de tensiune face ca polipirolul sa se incarce electric si sa interactioneze cu
resturile de aminoacizi incarcati negativ din structura inulinei. Se obtine o coloana
care are o activitate inulazica de 500 INU/ml, corespunzand unui randament de
imobilizare de 56,94%. Amestecul de inulaze imobilizate isi mentine activitatea la
500 INU timp de 96 ore, dupa care coloana se regenereaza prin percolare cu o
solutie uree 1 M in tampon citrat pH 4,5.

Siropul rezultat se concentreaza pana la 63% substantd uscata prin
evaporare la vid. Continutul de carbohidrati, determinat conform 1SO 10504:1998,
este de 597,2 gffructoza si 33,8 g/glucoza. In sirop se determina fructo-
oligozaharidele, prin metoda descrisa de Ruiz-Matute et al.,, 2010, J. Food
Compos. Anal. 23: 273-276, pe un sistem Agilent 6224 Accurate Mass TOF

6
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LC/MS-MS (Agilent, Santa Clara, CA, SUA). Nivelul este mai mic de 0,058 mg/g,
descris ca fiind natural prezent in mierea naturala (Mei et al., 2010, Int. Food Res.
J., 17:557-561).

Produsul a fost experimentat in primavara anului 2012, intr-o perioada cu
lipsd temporara de nectar, intre sfarsitul culesului la salcdm si inainte de
inceperea culesului la floarea-soarelui, la sférsitul lunii mai. Experimentul s-a
realizat in cadrul unei singure stupine, apartindnd unuia dintre autori, $i a inclus
urmatoarele variante experimentale: Vi — martor netratat; Vo — hranire cu 2,2 kg
de sirop invertit de zahar (Apiinver1®, Agrana, Viena, Austria).; V3 —hranire cu 2,2
kg de sirop de fructoza realizat conform inventiei. Hrana s-a aplicat pe hranitorul
de pe podisor. Fiecare varianta experimentala a inclus patru repetitii, fiecare
repetitie incluzand cate 3 stupi, fiecare stup avand 15.000 albine; randomizarea
celor patru variante in patru repetitii a fost facuta in patrat latin. Dupa cele 4
saptamani de hranire de substitutie stupi au fost mutati la marginea unui lan de
floarea-soarelui (cv. Pro 229, Procera seeds, Fundulea, Roménia) unde au fost
mentinuti timp de trei saptaméni monitorizdndu-se saptamanal prin cantarire
acumularea de miere si de biomasa de albine. Datele obtinute in cadrul
experimentului s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa,
OK, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1 prezentat mai jos. Aceste rezultate
demonstreaza o eficacitate buna a produsului rezultat prin aplicarea procedeului
conform inventiei, inclusiv in reducerea ascosferozei datorita efectului pre-biotic al

fructo-oligozaharidelor prezente rezidual in sirop.

Tab. 1. Efectul produsului realizat conform procedeului prezent de inventie,

aplicat ca hrana pentru albine in perioadele lipsite de cules*

Puiet varos jﬁProductie miere, medie
Tratament (nr. mediu larve pe | e
Xoam o x unara
saptaména)
Vy martor netratat 752¢ 12,52¢
V, 2,2 kg de sirop invertit de zahar
(Apiinvert®, Agrana 380a 17,340
Vs 2,2 kg de sirop de fructoza realizat
ionform inventiei 115a 20,273

*valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P>0,05
**media lunard per varianta a lunii de cules la floarea-soarelui, care a urmat la 28 zile de la
aplicarea tratamentului
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REVENDICARI

1. Procedeu de producere a siropului de fructoza, din inulind acumulata in
organele de depozitare ale unor plante ca topinamburul, Helianthus anuus, dalia,
Dahlia spp., cicoarea, Cichorium intybus, caracterizat prin aceea ca este alcatuit
din urmatoarele etape: tocarea tuberculilor de topinambur, a tuberculilor de dalie
sau a radacinii de cicoare, si amestecarea materialului vegetal tocat cu apa, in
proportie de 1:1; omogenizarea intr-un omogenizator cu piston la inalta presiune,
doua cicluri la 50 MPa; separarea prin filtrare a materialului lignocelulozic
nesolubilizat de solutia care include componentele hidrosolubile din materialul
vegetal, inclusiv inulina; hidroliza inulinei din solutie prin adaugarea unei inulaze si
separarea prin ultrafiltrare tangentiald a fructo-oligozaharidelor de proteine si
ceilalti biopolimeri din solutie; hidroliza fructo-oligozaharidelor din permeat pe o
coloana care contine inulaza imobilizata pe o retea de nanofire polimerice.

2. Etapa de hidrolizd a inulinei conform procedeului din revendicarea 1,
caracterizata prin aceea ca se realizeaza cu un amestec de exoinulaza (EC
3.2.1.80) si endoinulinaza (EC 3.2.1.7) din Apergillus niger, 1 g de enzima cu o
activitate de 2000 INU/g , aplicata intr-o doza de 1 g la 1 litru solutie de compusi
solubili din material inulinic, cu 7,5% s.u. determinata refractometric, timp de 4 ore
la pH 4,6 si la temperatura de 50°C;

3. Etapa de ultrafiltrare pentru separarea fructo-oligozaharidelor de proteine si
ceilalti biopolimeri din solutie conform procedeului din revendicarea 1,
caracterizata prin aceea ca se realizeaza pe o membrana cu limita de excludere
de 1 KDa, continuatd pana la atingerea unei concentrati de 8% fructo-
oligozaharide in permeat;

4. Etapad de hidroliza oligozaharidelor din permeat conform procedeului din
revendicarea 1, caracterizata prin aceea ca se realizeaza pe o coloana care
contine un amestec de exoinulaza (EC 3.2.1.80) si endoinulinaza (EC 3.2.1.7) din
Apergillus niger, imobilizate pe o retea de nanofire polimerice, la o activitate de
500 INU per ml de suport cromatografic, la temperatura de 45°C si la pH 5,5 si un

debit de 5 ml/min pe o coloana de 250 ml.
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