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enzimatica prin tratare cu endo- si exo-proteaze si
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aroma, respectiv, furajeri.
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Prezenta inventie se referd la un hidrolizat de drojdie, care este obtinut printr-un
procedeu de hidrolizd enzimatica in doua trepte cu amestecuri de enzime exogene,
aplicat pe drojdie epuizata de la fabricarea berii, ca si la procedeu de utilizare a acestui
hidrolizat pentru obtinerea unor aditivi alimentari, potentiatori de gust, si a unor aditivi
furajeri, adsorbenti de micotoxine si cu efect de limitare a dezvoltarii enteropatogenilor.

Sunt cunoscute diferite procedee de hidroliza a biomasei de drojdie de bere.
Aceste procedee de fabricatie ale hidrolizatelor de drojdie pot fi impartite in procedee
care se bazeaza pe hidrolizd determinatd de enzimele endogene (autoliza) si
procedee de hidroliza care utilizeaza adaos de enzime exogene. Autoliza drojdiei de
bere este auto-digestia celulei prin enzimele sale endogene. in timpul autolizei,
proteinele, glicogenul, acizii nucleici si alte componente celulare sunt degradate, sub
actiunea unor enzime provenite din citoplasma si/sau organitele celulei de drojdie -
proteaze, nucleaze, glucanaze si fosfolipaze (Babayan & Bezrukov, 1985). Autoliza
celulei de drojdie este declansaté atunci cand ciclul de crestere al celulelor de drojdie
este finalizat si incepe faza de declin. Enzimele endogene, in special cele eliberate din
lizozomi, determind degradarea partiald a peretelui celular al celulelor de drojdie,
permitdnd extractia componentelor de interes, inclusiv proteine, vitamine si carbohidrati,
fara a deteriora (semnificativ) structura nativda a acestora (Podpora et al., 2015).
Perioada de timp si temperatura la care are loc autoliza sunt foarte importante, 50°C
pentru 24 de ore fiind considerati parametrii optimi in ceea ce priveste randamentul de
extractie in proteine / aminoacizi (Tanguler & Erten, 2008). Plasmoliza se refera la un
proces de autolizd modificat, cu adaugarea de "compusi acceleratori" pentru a amplifica
spargerea celulelor. Acesti compusi acceleratori includ saruri anorganice si solventi
organici — de exemplu acetat de etil (Takalloo et al.,, 2020). Exista o serie de
dezavantaje ale procesului de autoliza / plasmoliza al drojdiilor, inclusiv timpul relativ
indelungat de mentinere la temperatura de 50°C, randamentul scazut in componente
biologic active, separarea dificila a fazelor din cauza cantitati mari de reziduuri in
autolizat, un risc crescut de contaminare microbiand si caracteristici senzoriale
inferioare (Jaeger et al., 2020). Pentru a elimina aceste dezavantaje au fost propuse
procedee de hidroliza cu enzime exogene.

Hidroliza enzimatica cu enzime exogene a fost realizatd cu mai multe tipuri de
hidrolaze comerciale, ca de ex. proteaze (papaind, amestec de proteze pancreatice /

zimolaza, amestec de proteine produse de Bacillus spp. / Protamex, amestec de
1
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peptidaze, aminopeptidaze, dipeptilpeptidaze si endo-peptidaze produs de Aspergillus
oryzae |/ Flavourzyme, serin endo-peptidaza de tip subtilizina A, produsa de Bacillus
licheniformis | Alcalaza) sau cu diverse tipuri de pB-glucanaze (Takalloo et al., 2020,
Jaeger et al., 2020).

Autoliza / plasmoliza / hidroliza drojdiilor are ca scop obtinerea de doua categorii
de produse, unele pe baza de extract de drojdie (proteine / peptide / aminoacizi si/sau
nucleotide), si unele pe baza de pereti celulari de drojdie. Produsele pe baza de extract
de drojdie se folosesc in principal ca: potentiatori de gust si de aroma pentru diferite
tipuri de preparate alimentare (inclusiv condimente universale - baza pentru méancaruri);
hidrolizate proteice utilizate pentru alimente (semi)preparate sau furaje complexe;
suport pentru suplimente nutritive mineralo-organice; mediu pentru sinteza bioasistata a
nanoparticulelor anorganice; componente pentru medii de cultura.

Utilizarea extractelor de drojdie ca potentiator de gust si de aroma se datoreaza
aminoacizilor / acizilor organici / peptidelor care stimuleaza receptorii pentru gustul
umami si (ribo)nucleotidelor, in special acid 5'-inosinic (5'-IMP) si acid 5'-guanilic (5'-

GMP). Umami, respectiv gustul savorii, a fost recunoscut in ultimele decenii ca fiind

unul dintre gusturile de baza, alaturi de cele 4 traditional (re)cunoscute - dulce, amar,
acru si sarat (Banik & Medler, 2021). Denumirea de umami a fost datd in 1908 de
chimistul japonez Kikunae lkeda, pentru a desemna compusul care confera savoare
condimentului traditional bazd pentru mancaruri, dashi, produs din alga kombu
(Kurihara, 2015). Cuvantul umami, este o combinatie a doua cuvinte japoneze, umai
care inseamna ,delicios” si mi ,gust”, si se refera, de fapt, la un gust care este specific
produselor bogate in aminoacizi si nucleotide (gust de carne). Initial lkeda a identificat
glutamatul de sodiu ca fiind compusul implicat in generarea gustului umami. Ulterior, in
deceniul 5 al secolului trecut (ribo)nucleotidele, respectiv 5'-inosinic (5'-IMP) si acid 5'-
guanilic (5'-GMP), au fost identificate ca actionand sinergic pentru a genera gustul
savuros (Kurihara, 2015). Acidul aspatrtic a fost identificat de asemenea ca actionand
asupra receptorilor umami, dar cu un prag de sensibilitate de peste 3 ori mai mare (Wu
et al., 2012). Acidul succinic, si in special sarea sa disodica, a fost de asemenea
evidentiat ca un compus care actioneaza asupra receptorilor umami (Ma et al., 2020). O
serie de peptide, in special cele care contin resturi de acid glutamic si acid aspartic, au
fost demonstrate de asemenea ca actionand asupra unor receptori umami (Zhao et al.,
2019).

Gustul umami este gustul influentat de toate produsele de tip condiment-baza
pentru mancaruri, care sunt amestecuri de sare, glutamat de sodiu, extract de drojdie /

(ribo)nucleotide, legume si plante aromatice uscate si mécinate. Sunt cunoscute
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procedee prin care biomasa de drojdie este utilizatéd pentru producerea de condimente
— universale baza pentru mancaruri, atat ca sursa de aminoacizi / acizi care actioneaza
asupra receptorilor umami, cat si ca sursd de nucleotide. Brevetul US10827771 B2
descrie un procedeu pentru producerea unui extract de drojdie care contine cantitati
ridicate de acid succinic si acid glutamic. Procedeul implica mentinerea unei suspensii
de drojdie cultivata care apartine genurilor Saccharomyces sau Candida timp de 2 pana
la 30 de ore la 40 pana la 55°C si pH 4,0 pana la 7,5 pentru a creste continutul de acid
succinic si de acid glutamic in biomasa de drojdie. Dezavantajul acestui procedeu este
ca determina obtinerea unui produs In care predomina acizii organici cu rol de
potentiatori de gust, Tn special acid glutamic, si nu peptide umami.

Cererea de brevet JP2007049989A revendica un extract de drojdie care are 225
% aminoacizi liberi, si un continutul total de 5-IMP si 5'-GMP de 22 %. Extractul de
drojdie este obtinut prin liza peretilor celulari cu B-glucanaza si manaza la pH=9-10,
urmat de un tratament combinat de autolizd si hidrolizd, in care actioneaza
endoproteaze de origine endogena si exogend pentru a genera aminoacizii, Si
fosfodiesteraze / nucleaze pentru a converti (ribo)nucleotidele la 5'-IMP si 5'-GMP.

Brevetul EP 0247500 B1 se refera la un procedeu de obtinere a unui condiment
universal umami care include: (i) prepararea unui extract de drojdie de bere, respectiva
drojdie de bere fiind obtinutd ca un produs secundar la productia de bere, cu etapele
de: (a) extragere cu apa a unei suspensii apoase de celule de drojdie de bere in conditii
in care nu are loc nici o descompunere substantiala a respectivelor celule, (b)
separarea componentelor solide si lichide ale suspensiei mentionate, (c) sterilizarea
mentionate component lichid, (d) reglarea pH-ului componentei lichide mentionate la
aproximativ 2-4, in care respectiva etapa de reglare are loc nainte de respectiva etapa
de sterilizare si (e) condensarea si neutralizarea respectivului component lichid sterilizat
la un pH de aproximativ 4,5-7,0 pentru a obtine respectivul extract de drojdie de bere; si
(ii) adaugarea respectivului extract de drojdie de bere la un condiment sau aliment care
contine cel putin un agent potentiator de gust selectat din grupul constand din acid
glutamic, saruri ale acidului glutamic si agenti potentiatori de gust de tip nucleotide. Nici
acest procedeu, unul dintre putinele identificate in stadiul anterior al tehnicii care se
referd explicit la drojdia-de bere de fermentatie (subprodus secundar de la fabricarea
berii), nu descrie producerea de peptide umami din biomasa de drojdie. in plus,
procedeul descris prin brevetul EP 0247500 B1 valorifica doar partial biomasa de
drojdie-de-bere de fermentatie.

Peretii celulari de drojdie au o structura complexa, care include B-glucan, chitina,

manoproteine / manani. Utilizarile sunt in functie de polizaharida predominanta in
3
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produsul rezultat prin aplicarea diferitelor tipuri de hidroliz&. Datorita efectelor lor de
(co)emulgatori manoproteinele / mananii imbunatatesc textura si aspectul produselor
alimentare. Capacitatea mananilor de a sustine dezvoltarea bacteriilor prebiotice
(efectul prebiotic) determind efecte fiziologice benefice, cum ar fi controlul obezitatii si
controlul greutatii corporale, beneficii prebiotice, combaterea tulburdrilor de tranzit
intestinal, reducerea simptomelor de sindrom de colon iritabil, gestionarea balilor
diverticulare, modularea sistemului imunitar, reducerea riscului de cancer colorectal
(Singh et al., 2018). Mano(oligo)zaharidele au si caracteristici de legare a micotoxinelor
(Baptista et al., 2004). B-glucanii sunt si ei utilizati ca adsorbenti pentru micotoxine din
furaje (Luo et al., 2020) sau ca imunostimulanti (Castro et al., 2021). Chitina din
peretele celular al drojdiilor, inclusiv in combinatie cu B-glucanul, actioneaza ca elicitor
al sistemului de aparare din plante (Sun et al., 2018) si ca biostimulant pentru plante
(Shamshina et al., 2020), in special datoritd eliberarii de oligozaharine, respectiv de
compusi produsi prin hidroliza polizaharidelor care au rol de semnal pentru activarea
raspunsului de aparare din plante (Falcén-Rodriguez et al., 2012). Un amestec de (-
glucan si chitosan, denumit cerevisane, modifica exprimarea genelor dupa aplicare la
vita de vie (De Miccolis Angelini et al., 2019). Genele supra-exprimate sunt cele care
codifica pentru raspunsul plantelor la stres: (i) proteinele implicate in procesele de
aparare din plante; (ii) enzimele implicate in metabolismul hormonilor asociati sistemului
de aparare (acid salicic, acid jasmonic, etilena); (iii) metaboliti secundari (in special
polifenoli) si (iv) procesele fotosintetice. Sunt cunoscute diferite compozitii si metode de
utilizare a peretilor de drojdie. Brevetul SUA 8168618 B2 prezinta un agent emulsifiant
obtinut din pereti celulari de drojdie, care este 0 manoproteina cu masa moleculara mai
mare de 100 kDa. Brevetul SUA 10582723 B2 se refera la o compozitie prebiotica din
pereti de drojdie, imbogatita in manooligozaharide (MOS) printr-un procedeu non-
enzimatic care consta in urmatoarele etape: i) extragerea peretilor celulelor de drojdie
in mediu alcalin; ii) separarea solutiei solubile manoligozaharide din pasul i) de
materialul insolubil; iii) neutralizarea solutiei solubile manoligozaharide din pasul ii) cu
acid la temperatura camerei; Si iv) concentrarea solutiei solubile manoligozaharide de la
pasul iii).

Brevetul EP1079696 B1 descrie o compozitie de aditiv furajer, pentru legarea si
astfel inactivarea micotoxinelor (aflatoxine, zearalenone, fumonisine), care contine intre
90 si 99% dintr-un extract de pereti de celule de drojdie, imbogatit in manoligozaharide,
si de la 1 la 10% aluminosilicati. Cererea de brevet JP2009234948 A protejeaza o

compozitie de adsorbenti de micotoxine, realizatd pe baza unui produs obtinut prin
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hidroliza peretilor celulari de drojdie sub actiunea unei B-glucanaze, care contine 60-
95% in greutate glucan solubil.

Amestecul de B-glucan si chitosan, denumit cerevisane si utilizat ca elicitor al
sistemului de aparare din plante, este obiectul brevetului de inventie US 8609084 B2.

Cererea pe piatd pentru hidrolizate de drojdie este intr-o continua crestere in
ultima perioada. In cazul aditivilor alimentari potentiatori de gust si de aroma,
hidrolizatele de drojdie reprezintd o alternativa viabila la glutamatul de sodiu
(monosodium glutamate, MSG). MSG este utilizat ca aditiv alimentar (potentiator de
gust) si in numeroase preparate si semi-preparate alimentare (Jinap & Hajeb, 2010), nu
numai in condimentele baza pentru mancaruri. Utilizarea compusilor care potenteaza /
stimuleaza gustul umami s-a demonstrat a avea o serie de efecte pozitive:
imbunatatirea aportul nutritional al persoanelor in varsta si bolnavilor prin restabilirea
poftei de mancare, protectie impotriva cancerului duodenal, reducerea ingestiei de sare
/ clorura de sodiu si a consumului de grasime, ameliorarea sanatatii cavitatii bucale
(Zhang et al.,, 2020). Pe de altd parte, consumul excesiv de glutamat de sodiu,
congtient, prin adaugarea in méncare a condimentelor universale umami, sau
inconstient, prin consumul de preparate alimentare care-| contin ca aditiv, determina
efecte secundare negative. Printre cele mai semnificative sunt disfunctile de
reproducere masculine, care includ modificarea spermatogenica / numar scazut de
spermatozoizi Si o pondere crescutd a spermatozoizilor cu anomalii, scaderea
numarului de spermatozoizi mobili si scaderea pH-ului spermei, alterari determinate de
stresul oxidativ (cresterea peroxidarii lipidelor si reducerea activitatilor enzimelor
antioxidante), modificari histopatologice la nivelul testiculelor (hemoragie sanguina,
celule Sertoli si celule germinale alterate), precum si dezechilibru gonadotropinic (nivele
reduse de testosteron, hormon luteinizant si hormon folicul-stimulator) (Kayode et al.,
2020).Cauzele acestor disfunctii sexuale masculine sunt neurologice, datorita
suprasolicitarii receptorilor care raspund la glutamat (Chiang & Park, 2020). Alte efecte
secundare negative ale consumului de glutamat sunt hepatoxicitatea, favorizarea
obezitatii, disfunctiile neuronale si cognitive, declansarea unor boli autoimune, in special
a astmei (Zhang et al., 2020, Chakraborty, 2019). Administratia pentru Alimente si
Medicamente din SUA (FDA) a declarat MSG ca fiind sigur numai in cazul unei utilizari
limitate si a avertizat publicul american asupra efectelor secundare potentiale legate de
cresterea consumului de MSG (Kazmi et al.,, 2017). Autoritatea Europeana for
Siguranta alimentelor a recomandat o doza de ingestie maxim admisibila (ADI) de 30
mg/kg greutate corporala pe zi, exprimata ca acid glutamic, pentru aditivi E 620-625, si

a constatat ca exista in numeroase zone situatii in care nu numai ca se depaseste ADI,
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dar se depasesc chiar dozele zilnic ingerate considerate ca avand efecte negative
(Mortensen et al., 2017).

Cauza principald a efectelor secundare ale MSG sunt datorate faptului ca acidul
glutamic este unul din putinii aminoacizii functionali — nu are numai rol plastic, de
component al proteinelor, ci si rol de factor-semnal intercelular, inclusiv rol de mediator
sinaptic. Semnalizarea inter-celularad prin glutamat activeazd doua tipuri de receptori,
receptorii metabotropici (mGluRs), asociati mesagerilor secunzi intracelulari de tip
proteine G (proteine care leagd nucleotide guanidinice), si receptorii de glutamat
ionotropic (iGIuRs), asociati semnalizarii intracelular prin ionii de calciu (Willard &
Koochekpour, 2013). Glutamatul / MSG functioneaza ca factor semnal si de-a lungul
sistemului digestiv. In stomac, de exemplu, au fost pusi in evidentd ambele categorii de
receptorii de glutamat, ionotropici si metabotropici (Burrin & Stoll, 2009), glutamatul
find singurul aminoacid care poate stimula nervul gastric vagal. Disponibilitatea
imediata a glutamatului din MSG afecteaza nu numai functionarea sistemului digestiv, ci
si homeostazia glutamatului la nivelul intregului organism, inclusiv a creierului
(Onaolapo & Onaolapo, 2020).

Pentru a proteja consumatorii si a reduce efectele negative ale glutamatului de
sodiu au fost propuse o serie de compusi alternativi, care au gust umami, dar nu au
efecte secundare negative. Cele mai eficiente s-au dovedit a fi peptidele umami (Zhang
et al., 2017, Zhang et al., 2019a), peptide care se pot obtine prin hidroliza enzimatica a
diferitelor tipuri de proteine. Aceste peptide, desi sunt bogate in acid glutamic si
aspartic, nu au efectele negative ale MSG, pentru ca: (i) sunt mai active decat MSG in
activarea receptorilor umami T1R1/T1R3 (Zhang et al., 2019a), nu actioneaza asupra
receptorilor metabotropici (mGIuRs) si ionotropici ionotropic (iGluRs) ai glutamatului
(Nunez-Salces et al., 2020) si au o biodisponibilitate mai redusa a glutamatului — care
se elibereazd numai absorbtia si dupa hidroliza peptidelor umami care-i contin (Wang et
al., 2020).

Sunt cunoscute o serie de procedee prin care se obtin astfel de peptide umami.
Cererea de brevet CN111557430A prezinta peptide umami separate din sosul de peste,
condiment care nu este foarte popular in Europa. Brevetul US10834946 B2 revendica o
compozitie care include o peptida care contine acid piroglutamic, si care confera un
gust sarat sau un gust umami produselor alimentare in care este inclusa. Acidul
piroglutamic hdrolizeaza in organism generand acid glutamic / monoglutamat de sodiu.

in afara peptidelor umami, alte tipuri de peptide, peptidele kokumi sunt
considerate a fi potentiale alternative la MSG. Gustul kokumi, respectiv "gustul bogat”,

implicad o senzatie de gust de o intensitate foarte puternica si care se mentine pe o
6
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perioadd indelungatd. Termenii stiintifici care se folosesc sunt de “continuitate
prelungitd”, "densitate" si “consistenta” gustului (Rhyu et al., 2020) Gustul kokumi a fost
pus n evidentd pentru prima data intr-un extract apos de usturoi intr-o solutie umami
(Ueda et al., 1990). Cei mai activi compusi kokumi sunt peptide y-glutamil, inclusiv
glutationul redus, y-Glu-Cys-Gly — GSH (Yang et al., 2021, Li et al., 2020). Peptidele
care su suferit o reactie Maillard (MRP) au si ele un gust kokumi (Zhang et al., 2019b,
Kang et al., 2019). Reactia Maillard este o reactie dintre gruparile carbonil ale diferitelor
zaharuri si gruparile amino ale aminoacizilor / peptidelor (Murata, 2021), care duc la
formarea unor compusi implicati in gustul si aroma produselor tratate termic (Zhang et
al., 2018, Kang et al., 2019) si a celor care au trecut prin procese de fermentatie lenta
(Diez-Simon et al., 2020, Qiu et al., 2020).

Peptidele umami si peptidele kokumi se pot forma si din drojdie, care devine si o
sursa compusi umami alternativi MSG, nu numai o sursa de (ribo)nucleotide. Pentru
producerea de extracte de drojdie utilizate ca aditivi alimentari potentiatori de gust este
insa preferata drojdia obtinuta prin cultivare aeroba (asa numita in limbaj curent drojdie
de panificatie), si nu drojdia epuizata, subprodus de la fabricarea berii.

In cursul procesului de fabricare a berii, in paralel cu fermentarea alcoolica a
zaharurilor are loc si un proces de multiplicare a celulelor de drojdie. Drojdia de bere
epuizata se depune la sfarsitul procesului de maturare la rece a berii (*laggering cellar
yeast’). Aceasta drojdie se acumuleaza in cantitati care variaza intre 0,5 si 0,9 kg de
drojdie presatad la 1 hectolitru de bere (Jacob et al., 2019). Considerand un nivel de
productie minima de cel putin 15 milioane hl bere (Dobre-Baron, 2012), in Roménia se
produc peste 7500 tone de drojdie de bere epuizata, care este foarte putin valorificata.
Si la nivel mondial drojdia de bere epuizata este un produs care este sub-utilizat, in
pofida valorii sale nutritive superioare (Jaeger et al., 2020).

Principala cauza pentru utilizarea redusa a drojdiei epuizate, subprodus de la
fabricarea berii, pentru fabricarea de aditivi alimentari este gustul amar pronuntat.
Substante amare provenite din hamei, respectiv izo-a- acizii (cum ar fi humulonele si
izo-humulonele), taninurile si rasinile, de adsorb pe peretii celulelor de drojdie in timpul
fermentatiei (Shotipruk et al., 2005). S-a demonstrat ca acesti compusi responsabili
pentru gustul amar pot fi eliminati prin spalare cu solventi alcalini sau organici inainte de
procesului de extractie a drojdiei (Nand, 1987). Desi sunt cunoscute de peste 30 ani,
aceste metode de reducere a gustului amar nu s-au aplicat pe scara larga pentru ca nu
sunt rentabile, pentru ca necesitd cantitdti foarte mai de apa pentru eliminarea

compusilor responsabili de gustul amar, generand costuri suplimentare pentru tratarea
apei uzate.
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intrucat substantele responsabile pentru gustul amar se adsorb preponderent de
peretii celulari, a fost investigat un procedeu combinat, de lizd celulard prin
omagenizare la tnaltd presiune, urmat de separare prin microfiltrare a peretilor celulari.
S-a constat ca, desi gustul amar a fost parial inlaturat prin separarea peretilor celulari
de extract, aceastd separare nu a fost totald, intrucét procesul de spargere a celulelor
prin liz& celulara la inaltd presiune a determinat si o desorbtie partiala si o solubilizare
in extract a compusilor responsabili de gustul amar de pe peretii de drojdie (Shotipruk et
al., 2005).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a dezvolta un procedeu prin
care sa se obtina un hidrolizat de drojdie epuizata, subprodus de la fabricarea berii, in
care compusii amari sa ramana fixati pe componentele peretilor celulari, fara a mai
afecta caracteristicile organoleptice ale extractului de drojdie.

Este un alt obiect al acestei inventii de a dezvolta un procedeu prin care sa se
obtina un hidrolizat de drojdie epuizata, subprodus de la fabricarea berii, in care sa se
formeze un nivel ridicat de peptide umami si in care sa se mentina nivelul de glutation
redus.

Este un alt obiect al acestei inventii de a se obtine din hidrolizatul de drojdie de
bere epuizata un produs aditiv alimentar potentiator de gust in care sa regaseasca, in
afara de peptide umami si glutation redus si compusi kokumi formati prin reactie
Maillard.

Este un alt obiect al acestei inventii de a se obtine un obtine din hidrolizatul de
drojdie de bere epuizatd un produs aditivi furajer, in care capacitatea de adsorbtie a
micotoxinelor de catre mano-oligozaharide si B-glucan sa fie asociata efectului anti-
bacterii enterotoxigene exercitat de componente bioactive din hamei, respectiv izo-a-
acizii (cum ar fi humulonele si izo-humulonele), taninuri si rasini.

Procedeul obtinere a hidrolizatului de drojdie epuizata, subprodus de la
fabricarea berii, conform inventiei, este alcatuit din urmatoarele etape:

v Normalizarea la o concentratie de 15%-20% substanta uscata a drojdiei de bere
epuizata de la fabricarea berii, aducerea pH la valoarea 5,5 unitati pH si barbotarea
timp de 5 min cu azot a amestecului, 1 litru de azot pe litru de mediu de reactie pe
minut;

v Tratarea cu un amestec de enzime care contine endo- si exo (1,3)-beta-D-
glucanaze si endo-chitinaza, in raport de 75-100 unitéti beta-glucanazice si 320-400
unitati endo-chitinaza la 1 kg de drojdie substanta uscata, timp de 4 ore la temperatura
de 50°C;

v Lizarea celulara prin omogenizare la inalta presiune, 3 treceri la 750 - 1200 bari;
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v Aducerea pH la valoarea 7.0 si hidroliza enzimatica prin tratare cu endo- si exo-
proteaze microbiene, in raport de 36-40 unitati Anson endo-proteaze si de 5000 - 6000
unitati leucin amino-peptidazice la 1 kg de drojdie, la temperatura de 65°C, timp de 12
ore;

v Inactivarea proteazelor prin incalzirea hidrolizatului la 90-95°C, timp de 10 min,
urmatd de racire la 60°C, ajustarea pH-ului la valoarea 7,0 cu solutii concentrate de
hidroxid de sodiu sau acid clorhidric si tratarea cu peptidglutaminaza, in raport de 100-
150 unitati peptidglutaminazice la 1 kg de drojdie, la 60°C, timp de 8 ore.

Procedeul de utilizare a hidrolizatului de drojdie obtinut conform procedeului de
mai sus, pentru obtinerea extractului de drojdie si a peretilor celulari de drojdie, este
alcatuit din urmatoarele etape
v Separarea peretilor celulari si a extractului de drojdie din hidrolizatul de drojdie
pe un decantor centrifugal, la o forta centrifugaléd relativa de 3200xg — 3330xg pentru 10
min, si colectarea separatd a supernatantului, extract de drojdie, si a sedimentului,
pereti celulari de drojdie.

v Uscarea extractului de drojdie separat prin centrifugare pe un uscator cu doua
valturi, la o turatie de 1 rotatie pe minut si la o presiune a aburului de alimentare de 440
kPa, corespunzand unei temperaturi a valtului de 150°C, urmatd de raclarea
materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2 cutite razuitoare, cate unul pe fiecare
val;

v Uscarea peretilor celulari de drojdie separati prin centrifugare pe un uscator cu
doua valturi, la o turatie de 3 rotatii pe minut si la 0 presiune a aburului de alimentare de
370 kPa, corespunzand unei temperaturi a valtului de 140°C, urmatd de raclarea
materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2 cutite razuitoare, cate unul pe fiecare
valt.

Produsul aditiv alimentar obtinut din extractul de drojdie separat din hidrolizatul
de drojdie este o pulbere de culoare care variaza de la bej crem la bej intens, cu un
continut in peptide umami care determind o intensitate a gustului in panelul de
degustatori de peste 2,5 pe o scara de la 0, fara gust, la 5, gust foarte intens, cu un
continut de glutation redus de cel putin 10 mg/g de substanta uscata si un continut de
peptide reactionate Maillard de cel putin 5 mg/g.

Produsul aditiv furajer obtinut din peretii celulari separati din hidrolizatul de
drojdie este o pulbere, de culoare ce variaza de la alb crem la bej deschis, care are o
capacitate de legare aflatoxind B1 de 5 mg/g si care prezintd o activitate inhibitorie de
cel putin 50% fata de bacteriile enterotoxigene Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus, Salmonella enterica si Escherichia coli.
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Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

v Reducerea cantitatii de compusi amari care sunt detasati de peretii celulari de
drojdie in timpu! procesului de liza celulara prin omogenizare la presiune pentru ca liza
celulard se face la o presiune mai redusa datorita fragilizarii peretilor celulari ca urmare
a tratamentului combinat cu endo- si exo (1,3)-beta-D-glucanaze si endo-chitinaza,

v Mentinerea nivelului de glutation redus, care este ridicat in drojdia de
fermentatie, datorita operarii intr-o atmosfera cu continut redus de oxigen;

v Cresterea cantitatii de peptide umami formate in timpul hidrolizei datorita cresterii
confinutului de peptide cu resturi giutamil, formate ca urmare a tratamentului cu
peptidglutaminaza,

v Formarea de peptide reactionate Maillard datorita uscarii pe valt un timp mai
indelungat si la o temperaturd mai ridicata;

v Fixarea pe peretii celulari a componentelor anti-microbiene din hamei, favorizata
de formarea unor situsuri suplimentare de adsorbtie ca urmare a eliberarii
mano(oligo)zaharidelor din manoproteine.

In continuare sunt prezentate exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a
o limita.

Exemplul 1. intr-un vas de reactie de inox de 150 litri, prevazut cu agitare, capac
si manta de termostatare se aduc 100 litri suspensie de drojdie epuizata de la
fabricarea berii, de tip lager (Saccharomyces pastorianus), a carei concentratie a fost
normalizata la 15% refractometric (de ex. prin utilizarea unui refractometru digital de
laborator RX- 5000, Atago, Yushima, Japonia). Se aduce pH-ul la valoarea 5,5 unitati
pH prin adaugare de acid clorhidric 1 N. Se inchide etans capacul si se barboteaza
suspensia de drojdie timp de 5 min cu azot gazos, in raport 1 litru de azot pe litru de
suspensie / mediu de reactie pe minut.

Suspensia de drojdie se trateaza cu un amestec de enzime care contine endo-
si exo (1,3)-beta-D-glucanaze si endo-chitinaza, in raport de 75 unitati beta-glucanazice
si 320 unitati endo-chitinaza la 1 kg de drojdie substantd uscata, timp de 4 ore la
temperatura de 50°C. Un exemplu de amestec de enzime comerciale care se poate
folosi este Vinotaste Pro (Novozyme, Bagsveerd, Danemarca) , care este un amestec
complex de enzime litice, produs de tulpini selectate de Trichoderma harzianum si
Aspergillus niger, si care are o activitate exo-B-(1,3)-glucanazica (EC3.2.1.56) si endo-
B-(1,3)-glucanazica (EC 3.2.1.6) de 75 unitdti glucanazice (BGUX) per gram si de 320
unitati endo-chitinazice per gram. O unitate glucanazicd BGUX este definita ca fiind
cantitatea de enzima necesara pentru a produce 1 pumol de glucoza pe minute dintr-o

solutie care contine 2,5 g/l laminaring, la pH 5,5 si la temperatura de 45°C. O unitate
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endo-chitinazica este definitd ca fiind cantitatea de enzima necesara pentru eliberarea a
1 umol de p-nitrofenol pe minut din  p-nitrofenil-B-tri-acetil-chito-trioza (2,5 mM) in
tampon MES (100 mM), pH 6,2 la 40°C. Se poate folosi orice fel de amestec similar, cu
aceleasi caracteristici, de astfel de enzime, care a fost initial dezvoltat pentru maturarea
vinului (Uzuner & Cekmecelioglu, 2019).

Suspensia cu drojdii al caror perete a fost fragilizat prin tratamentul enzimatic cu
B-glucanaze si chitinaze, se lizeaza cu ajutorul unui omogenizator cu pistoane, ca de
ex. Pony 2006 Lab Homogenizer (Gea, Dusseldorf, Germania), realizdndu-se 3 treceri
la 750 bari. Numarul de treceri si presiunea au fost stabilite pe baza unor experimente
de optimizare prin metoda suprafetelor de raspuns, pentru a se obtine o foarte buna
liza celulara, concomitent cu mentinerea compusilor amari din hamei pe peretii celulari.

Lizatul celular se aduce intr-un vas de reactie de inox de 150 litri, prevazut cu
agitare, capac si manta de termostatare, se corecteaza pH-ul la valoarea 7.0 si se
hidrolizeaza enzimatic proteinele prin tratare cu endo- si exo-proteaze microbiene, in
raport de 36 unitati Anson endo-proteaze si de 5000 unitati leucin amino-peptidazice la
1 kg de drojdie, la temperatura de 65°C, timp de 12 ore. Exemple de proteaze
comerciale care se pot folosi sunt Alcalase® AF 2,4 L si Flavourzyme 1000 L
(Novozymes, Bagsvaerd). Alcalase este o serin endo-peptidaza de tip subtilizina A,
produsa de Bacillus licheniformis (Tacias-Pascacio et al.,, 2020). Enzima care se
utilizeaza are o activitate de 2,4 unitati Anson per gram. O unitate Anson este definita
ca fiind acea cantitate de enzima care elibereaza 1,0 ymol L-tirozind din hemoglobina
pe minut la 25°C, pH 7,5. F|avourzyme® (Novozymes, Bagsveerd), un amestec de
peptidaze, aminopeptidaze, dipeptilpeptidaze si endo-peptidaze produs de Aspergillus
oryzae (Merz et al., 2015). Activitatea amestecului enzimatic folosit este de 1000 unitati
leucin amino-peptidazice (LAPU) per gram. O LAPU este acea cantitate de enzima
care hidrolizeaza 1 pmol de L-leucina-p-nitroanilida pe minut. Orice fel de amestec de
enzime cu aceleasi caracteristici se poate folosi.

Se inactiveaza enzimele prin incalzirea extractului la 90-95°C, timp de 10 min,
urmata de racire la 60°C si ajustarea pH-ului la valoarea 7,0 cu solutii concentrate de
hidroxid de sodiu sau acid clorhidric. Hidrolizatul enzimatic se trateazd cu
peptidglutaminaza, in raport de 150 unitati peptidglutaminazice la 1 kg de drojdie, la
60°C, timp de 8 ore. Exemple de enzime comerciale care se pot folosi sunt:

v Protana® UBoost (Novozymes, Bagsveerd), care este un amestec de peptidil-
glutaminaza (CE 3.5.1.43; Peptidglutaminaza ) specificd glutaminei substituite din
pozitia a-amino si protein-glutaminaza (EC 3.5.1.44; Peptidglutaminaza Il) specifica

substituite in pozitia carboxil sau in pozitia a-amino si carboxil (Brevet SUA 6,036,983);
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v Glutaminase (Amano Enzyme Inc., Nagoya, Japan), care este o protein-
glutaminaza (EC 3.5.1.44) produsd de Chryseobacterium proteolyticurn (Yamaguchi et
al., 2001);

v Glutaminase (Nestlé, Vevey, Elvetia), care este o protein-glutaminazd (EC
3.5.1.44) produsa Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-2433 (Brevet EP1427293B1).

Orice fel de amestec de enzime cu aceleasi caracteristici de deminare a
resturilor de glutamine din peptide se poate folosi. O unitate (U) (peptid)glutaminazica
este definita ca fiind acea cantitate de enzima care elibereaza 1 pmol glutamat eliberat
pe minut dintr-o solutie de 60 mM L-glutamina in tampon fosfat 50 mM.

in continuare se separa peretii celulari de extractul de drojdie pe un separator
centrifugal, de exemplu Lemitec MD 80 Decanter Centrifuge (Lemitec, Berlin,
Germania) la o forta centrifugala relativa de 5000xg pentru 10 min, si colectarea
separata a supernatantului, extract de drojdie, si a sedimentului, pereti celulari de
drojdie.

Se procedeaza la uscarea extractului de drojdie separat prin centrifugare, pe un
uscator cu doua valiuri (de exemplu Lab Dryer, Simon Dryer, Nottingham, Marea
Britanie), la o turatie de 1 rotatie pe minut si la o presiune a aburului de alimentare de
440 kPa, corespunzand unei temperaturi a valtului de 150°C, urmata de raclarea
materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2 cutite razuitoare, cate unul pe fiecare
valt. Viteza de rotatie lenta si temperatura mai ridicatd a valtului sunt destinate
favorizarii formarii de peptide reactionate Maillard.

Peretii celulari de drojdie separati prin centrifugare se usuca tot pe un uscator cu
doud valturi similar, operarea facandu-se insa la o turatie de 3 rotatii pe minut si la o
presiune a aburului de alimentare de 370 kPa, corespunzand unei temperaturi a
valtului de 140°C, urmata de raclarea materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2
cutite razuitoare, cate unul pe fiecare valt.

In urma procesului de uscare pe valt se obtine un produs aditiv alimentar care
este pulbere de culoare care variaza de la bej crem la bej intens. Acest produs, supus
evaluarii de catre un panel de degustatori, determina o intensitate a gustului de peste
2,5 pe o scara de la 0, fara gust, la 5, gust foarte intens (Kranz et al., 2018).

In produsul uscat pe valt se determina glutationul redus prin utilizarea metodei
spectrofotometrice cu aloxan (Liu et al.,, 2004) si se determind cu un continut de
glutation redus de cel putin 10 mg/g de substanta uscata. Peptidele reactionate Maillard
se determina cu un spectrofotometru UV-vis, operat in modul reflectanta si folosind un
standard iluminat D65 - ca de ex. modelul UltraScan, Hunterlab, Reston, VA, SUA).

Cantitatea de peptide Maillard formata in produs este de cel putin 5 mg/g.
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Produsul aditiv furajer obtinut peretii celulari separati din hidrolizatul de drojdie
este o pulbere, de culoare ce variaza de la alb crem la bej. In produs de determin
capacitatea de legare a micotoxinelor prin metoda incubarii in tampon Tn care s-a
solubilizat in prealabil aflatoxina B1 (Faucet-Marquis et al., 2014) si se determina o
capacitate de aflatoxind B1 de cel putin 5 mg/g.

In produsul aditiv furajer pe bazd de pereti celulari de drojdie se determina o
activitate inhibitorie de cel putin 50% fatd de bacteriile enterotoxigene Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica si Escherichia coli prin
metoda cuitural (Kramer et al., 2015). Produsul prezintd o activitate inhibitorie de cel
putin 50% fatd de bacteriile enterotoxigene, cel mai probabil datoritd compusilor
proveniti din hamei, respectiv izo-a- acizii (cum ar fi humulonele si izo-humulonele),
taninurile si rasinile, care sunt cunoscuti ca avand activitatea anti-microbiana (Kramer et
al., 2015, Bartmanska et al., 2018).

Exemplu 2. Se lucreaza la fel ca in exemplu 1, cu urmatoarele diferente:
normalizarea drojdiei se face la o concentratie de 20% substanta uscata; tratarea cu un
amestec de enzime care contine endo- si exo (1,3)-beta-D-glucanaze si endo-
chitinaza, este in raport de 100 unitati beta-glucanazice si 400 unitati endo-chitinaza la
1 kg de drojdie substanta uscata; hidroliza cu endo- si exo-proteaze microbiene este in
raport de 40 unitati Anson endo-proteaze si de 6000 unitati leucin amino-peptidazice la
1 kg de drojdie, la 1 kg drojdie; deamidarea se face prin tratare cu peptidglutaminaza, in
raport de 150 unitati peptidglutaminazice la 1 kg de drojdie.

Exemplu 3. Se lucreaza la fel ca in exemplu 1, cu urmatoarele diferente. Drojdia

epuizata de la fabricarea berii care se foloseste este drojdie de tip ale, S. cerevisiae.
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Revendicari

1. Procedeul obtinere a hidrolizatului de drojdie epuizatd, subprodus de la
fabricarea berii, conform inventiei, caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: normalizarea la o concentratie de 15%-20% substanta uscata a
drojdiei de bere epuizata de la fabricarea berii, aducerea pH la valoarea 5,5 unitati
pH si barbotarea timp de 5 min cu azot a amestecului, 1 litru de azot pe litru de
mediu de reactie pe minut; tratarea cu un amestec de enzime care contine endo- si
exo (1,3)-beta-D-glucanaze si endo-chitinaza, in raport de 75-100 unitati beta-
glucanazice si 320-400 unitati endo-chitinaza la 1 kg de drojdie substantad uscata,
timp de 4 ore la temperatura de 50°C; lizarea celulard prin omogenizare la inalta
presiune, 3 treceri la 750 - 1200 bari; aducerea pH la valoarea 7.0 si hidroliza
enzimatica prin tratare cu endo- si exo-proteaze microbiene, in raport de 36-40
unitati Anson endo-proteaze si de 5000 - 6000 unitati leucin amino-peptidazice la 1
kg de drojdie, la temperatura de 65°C, timp de 12 ore; inactivarea proteazelor prin
incalzirea hidrolizatului la 90-95°C, timp de 10 min, urmata de racire la 60°C,
ajustarea pH-ului la valoarea 7,0 cu solutii concentrate de hidroxid de sodiu sau acid
clorhidric si tratarea cu peptidglutaminaza, in raport de 100-150 unitati
peptidglutaminazice la 1 kg de drojdie, la 60°C, timp de 8 ore.

2. Procedeul de utilizare a hidrolizatului de drojdie obtinut conform revendicari 1,
caracterizat prin aceea ca, In scopul obtinerii extractului de drojdie si a peretilor
celulari de drojdie, este alcatuit din urmatoarele etape: separarea peretilor celulari si
a extractului de drojdie din hidrolizatul de drojdie pe un decantor centrifugal, ia o
forta centrifugala relativa de 3200xg — 3330xg pentru 10 min, si colectarea separata
a supernatantului, extract de drojdie, si a sedimentului, pereti celulari de drojdie;
uscarea extractului de drojdie separat prin centrifugare pe un uscator cu doua valturi,
la o turatie de 1 rotatie pe minut si la o presiune a aburului de alimentare de 440
kPa, corespunzdnd unei temperaturi a valtului de 150°C, urmatd de raclarea
materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2 cutite razuitoare, cate unul pe
fiecare valt; uscarea peretilor celulari de drojdie separati prin centrifugare pe un
uscator cu doua valturi, la o turatie de 3 rotatii pe minut si la o presiune a aburului de
alimentare de 370 kPa, corespunzand unei temperaturi a valtului de 140°C, urmata

de raclarea materialului uscat de pe suprafata valturilor cu 2 cutite razuitoare, cate
unul pe fiecare valt.
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3. Produs aditiv alimentar obtinut din extractul de drojdie separat din hidrolizatul
de drojdie conform revendicérii 2 caracterizat prin aceea ca este 0 pulbere de
culoare care variaza de la bej crem la bej intens, cu un continut in peptide umami
care determina o intensitate a gustului in panelul de degustatori de peste 2,5 pe o
scara de la 0, fara gust, la 5, gust foarte intens, cu un continut de glutation redus de
cel putin 10 mg/g de substanta uscata si un continut de peptide reactionate Maillard
de cel putin 5 mg/g.

4. Produsul aditiv furajer obtinut din peretii celulari separati din hidrolizatul de
drojdie conform revendicarii 2 caracterizat prin aceea ca este o pulbere, de culoare
ce variaza de la alb crem la bej deschis, care are o capacitate de legare aflatoxina
B1 de 5 mg/g si care prezintd o activitate inhibitorie de cel putin 50% fata de
bacterile enterotoxigene Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella enterica si Escherichia coli.
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