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In prezenta lucrare sunt evaluate rezultatele privind optimizarea conditiilor de autolizi si extragerea componentilor
celulari In urma fractionarii biomasei sedimentelor levurilor de bere. Autoliza a fost efectuata cu utilizarea ca factori de
inductie a acidului acetic glacial si a solutiei tampon fosfat de sodiu, la temperaturi de +37°C si +45°C, timp de 8 ore,
cu agitare periodica. S-a constatat ca cantitatea maxima de proteine si carbohidrati a fost obtinuté In varianta experimentala
in care a fost utilizata solutia tampon fosfat de sodiu la temperatura de +45°C. Rezultatele obtinute prezinta o oportunitate
de aplicare in biotehnologie pentru prelucrarea sedimentelor levurilor de bere si implimentarea in diverse domenii, in
special 1n sectorul zootehnic.

Cuvinte-cheie: Saccharomyces cerevisiae, metode de autoliza, extract proteic, extract manoproteic, fractia f-glucanicd,
carbohidrati, proteine.

BIOCHEMICAL COMPOSITION OF THE BEER YEAST SEDIMENTS

IN DIFFERENT AUTOLYSIS PROCESSES

In this paper are evaluated the results on the optimization of autolysis conditions and the extraction of cellular components
following the fractionation of beer yeast sediment biomass. Autolysis was performed by using glacial acetic acid and
sodium phosphate buffer as induction factors, at temperatures of + 37°C and + 45°C, for 8 hours, with periodic stirring.
It was found that the maximum amount of protein and carbohydrates were obtained in the experimental variant in which
sodium phosphate buffer was used at +45°C. The obtained results present an opportunity for application in biotechnology
for the processing of brewer's yeast sediments and implementation in various fields, especially in the zootechnic sector.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, autolysis methods, protein extract, mannoprotein extract, -glucan fraction,
carbohydrates, proteins.

Introducere

In ultimul deceniu, levurile din genul Saccharomyces spp. sunt cel mai important grup de microorganisme,
atat din punct de vedere calitativ, cat si economic, care se comercializeaza si se utilizeaza in productia mai
multor produse alimentare, inclusiv a berii [1]. Dar, conform tehnologiei de producere a berii, dupa cinci pro-
cese de fermentatie acestea sunt aruncate ca deseuri, ceea ce are un impact negativ asupra mediului inconjurator.

Actuala ar fi utilizarea deseurilor levuriene dupa finalizarea procesului de fermentare ca materie prima pentru
producerea extractelor cu continut bogat de proteine, aminoacizi, vitamine, hormoni si carbohidrati [1]. Astfel
poate fi redus impactul negativ asupra mediului si micsorate costurile de prelucrare a deseurilor levuriene.

O alta directie de interes major este utilizarea extractelor din sedimentele levuriene care au un continut bogat
de substante biologic active pentru nutritia si protectia sanatatii animalelor [2,3]. Cheltuelile pentru hrana anima-
lelor constituie in medie 65-70%, deci reducerea costurilor, suplinirea componentelor biologic active si organi-
zarea unei alimentatii adecvate joaca un rol principal in intensificarea productiei [4].

Insa, un impediment este faptul ci celulele levuriene posedd perete celular rigid si rezistent la actiunea
diferitor fermenti [5], inclusiv digestivi; astfel, utilizarea biomasei si obtinerea extractelor in baza ei deseori
este limitatd. Actualmente, pentru distrugerea peretilor celulari levurieni servesc diverse metode de autoliza
bazate pe utilizarea enzimelor, ultrasunetului, plasmolizei, distrugerii mecanice (omogenizare) [6,7], utilizate
fiecare in parte sau in diferite combinatii, dar care pana la urma sunt destul de costisitoare si necesitd echipa-
ment special.

Din aceste considerente, sunt necesare si actuale studii cu utilizarea metodelor mai simple si eficiente din
punct de vedere energetic de autoliza si distrugere a peretelui celular levurian pentru sporirea valorii nutritive
si biologice. Parametru important pentru determinarea eficientei metodei de autoliza asupra levurilor este ana-
liza compozitiei biochimice a continutului de proteina [8].
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Reiesind din cele expuse, scopul cercetarilor consta in investigarea compozitiei biochimice a sedimentelor
levurilor de bere la diferite procedee de autoliza.

Material si metode

Ca material de cercetare a fost utilizatd biomasa de levuri (Saccharomyces cerevisiae) de fermentare inferioara
de la producerea berii, oferita cu amabilitate de fabrica de bere Kellers (Budesti).

Metodele de realizare a cercetarilor. Determinarea biomasei uscate s-a realizat gravimetric conform metodei
uzuale prin uscarea biomasei in etuva la temperatura de 105°C pana la masa constanta si prin recalculul sub-
stantei uscate [9].

Continutul total de carbohidrati a fost determinat la PG T60 VIS Spectrophotometer la lungimea de unda
620 nm cu utilizarea reactivului antron si a D-glucozei in calitate de standard [10]. Proteina a fost determinata
spectrofotometric conform metodei Lowry [11], in calitate de standard fiind utilizata albumina cristalina din
serul bovinelor.

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata utilizand setul de programe MO Excel si Statistica 9.0.
Rezultatele datelor a 3 repetari au fost exprimate prin calcularea mediei, deviatiei standard si a intervalului
de incredere pentru o medie. Toate diferentele au fost considerate semnificative statistic pentru P <0,05

Rezultate si discutii

Pentru atingerea scopului si selectarea celei mai eficiente metode de a autoliza pentru sedimentele levurilor
de bere au fost cercetate 6 variante experimentale. Astfel, la fiecare varianta s-a folosit ca material de lucru
30 g de biomasa de levuri de bere decongelate, care a fost supusa diferitor conditii de autoliza. Aceasta s-a
efectuat in colbe Erlenmayer, cu volum de 250 ml, in care s-a introdus cantitatea mentionatd de biomasa si
diferite solutii In volum de 30 ml (in raport 1:1). Suspensiile au fost termostatate la temperatura de +37, +45
si +55°C, timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Au fost supuse cercetarii urmatoarele variante experimentale:

Varianta | (martor). Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa distilata (in
raport 1:1), se adauga acid acetic glacial in recalcul de 3 ml de acid la 1L de suspensie. Suspensia obtinuta se
supune autolizei la +55°C timp de 8 ore, cu agitare periodica [8].

Varianta Il. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa distilata (in raport 1:1),
se adauga acid acetic glacial in recalcul de 3 ml de acid la 1L de suspensie. Suspensia obtinuta se supune auto-
lizei la +37°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta I11. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml solutie tampon fosfat de
sodiu, pH — 7,8 (in raport 1:1). Suspensia obtinuta se supune autolizei la +37°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta IV. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa distilata (in raport 1:1),
se adauga acid acetic glacial in recalcul de 3 ml de acid la 1L de suspensie. Suspensia obt{inutad se supune auto-
lizei la +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta V. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml solutie tampon fosfat de
sodiu, pH — 7,8 (in raport 1:1). Suspensia obtinuté se supune autolizei la +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta VI. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa potabila (in raport 1:1),
se adauga acid acetic glacial in recalcul de 3 ml de acid la 1L de suspensie. Suspensia obtinuta se supune auto-
lizei la +37°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Ulterior, a fost efectuatd fractionarea biomasei levuriene de la producerea berii, in trei etape. La etapa | a
fost extrasa fractia proteica, prin centrifugarea autolizatelor la 3500 rot./min. timp de 15 minute. La etapa a
Il-a, extractele manoproteice au fost obtinute prin tratarea sedimentelor restante dupé centrifugare din prima
etapa cu solutie 1IN NaOH (in raport 1:5) si a fost efectuata hidroliza la temperatura de 80+5°C timp de 2 ore.
Apoi, suspensiile au fost supuse centrifugarii la 3500 rot./min. timp de 15 minute. La etapa a I11-a, sedimentele
restante dupa eliminarea supernatantelor alcaline au fost colectate si au fost utilizate in continuare pentru obti-
nerea fractiilor B-glucanice. Extractia fractiei B-glucanice a fost efectuata prin hidroliza cu acid acetic de 0,5N
(in raport 1:5), la temperatura de 75+5°C, timp de 1 ora. Dupa hidroliza suspensiile acide au fost supuse centri-
fugarii la 3500 rot./min. timp de 15 minute. Sedimentul, care constituie fractia f-glucanica insolubila in alcalii
si acizi, se spala de 3 ori cu apa distilata si se usuca la 50+£5°C.

Valoarea nutritiva a extractelor in mare masura depinde de componenta lor biochimica, in special de canti-
tatea de proteine si carbohidrati. Dupa compozitia aminoacizilor proteinele sunt cel mai valoros ingredient

55


http://www.kellers.md/
http://www.kellers.md/

STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2020, nr.6(136)

Seria “Stiinte reale si ale naturii”  ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.o4-59

din biomasa levuriana, superior dupa compozitia aminoacizilor fatd de proteinele din cereale si doar putin
inferior comparativ cu proteinele din lapte si din faina de peste [1]. Proteinele participa la intretinerea inte-
gritdtii celulare 1n raspunsul imun si autoimun al organismelor in structura si functia celulelor [12]. Carbohidratii
sunt o altd componentd importanta a celulelor levuriene care, conform studiilor din literatura de specialitate,
variaza in limitele 15-56% [13,14]. De asemenea, carbohidratii obtinuti din celule microbiene au o vasta apli-
care in practica, cosmetologie, alimentatie, zootehnie [15]. Astfel, eficienta diferitor metode de autoliza, uti-
lizate n aceste cercetdri, a fost determinata anume in baza acestor indici, care denota disponibilitatea substantelor
pentru a putea fi extrase.

In rezultatul cercetarilor s-a constatat ci in fractia I extractele proteice obtinute contin de la 70 pani la 85 mg/ml
substanta uscata, din care de la 59,0+1,0 pana la 64,0+0,2 mg/ml proteina si 8,1+0,07 — 9,9+0,09 mg/ml carbo-
hidrati, in functie de metoda de autoliza utilizata. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1
Continutul de substante uscate, proteine si carbohidrati
in extractele proteice in functie de metoda de autoliza utilizata
Varianta de autoliza Substanti uscatia, mg/ml Proteine, mg/ml Carbohidrati, mg/ml
Varianta | 78 62,5+1,5 8,9+0,07
Varianta Il 70 59,0+1,0 9,8+0,04
Varianta I11 74 63,1+0,1 8,1+0,07
Varianta IV 85 62,7+1,7 8,7+0,04
Varianta V 74 64,0+0,2 9,9+0,09
Varianta VI 71 59,3+1,8 8,7+0,07

Astfel, este de mentionat faptul ca variantele de autoliza in care a fost utilizatd solutia tampon fosfat de
sodiu permite obtinerea extractelor proteice cu un confinut maxim de proteine si carbohidrati care constituie
85,3+0,13 — 86,5+0,27% si, respectiv, 10,9+0,10 — 13,4+0,12% din S.U. (Fig.1).

Fractia proteica

OFroteine  BCarbohidragi

09 S.U.
=
=)
TR T T R

Variante de autoliza

Fig.1. Continutul de proteine si carbohidrati in fractiile proteice (autolizate) obtinute din biomasa de levuri de bere la
utilizarea diferitor metode de autoliza: 1 — +55°C + H,O dist. + acid acetic; 2 — +37°C + H,O dist. + acid acetic;
3 — +37°C + tampon fosfat de sodiu; 4 — +45°C + H,0 dist. + acid acetic; 5 — +45°C + tampon fosfat de sodiu,
6 — +37°C+ H-0O robinet + acid acetic.
In continuare a fost evaluat continutul biochimic de extracte alcaline (manoproteice) obtinute. In rezultat
s-a determinat ca acestea contin 54-64 mg/ml substantd uscata, din care 34,5£0,11 — 40,7+0,31 mg/ml revin
proteinei, iar 16,5+0,15 — 22,0+£0,20 mg/ml carbohidratilor in functie de varianta de autoliza (Tab.2).
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Tabelul 2
Continutul de substante uscate, proteine si carbohidrati
in extractele manoproteice in functie de metoda de autoliza utilizata
Varianta de autolizi Substanti uscata, mg/ml | Proteine, mg/ml | Carbohidrati, mg/ml
Varianta | 58 34,5+0,11 19,2+0,11
Varianta Il 62 35,0+0,10 22,0+0,20
Varianta Il 54 37,3+0,05 17,2+0,70
Varianta IV 62 39,9+1,17 16,5+0,15
Varianta V 63 40,7+0,31 21,8+0,57
Varianta VI 64 38,1£0,19 19,3+0,30

Ca si 1n cazul extractelor proteice, valori maxime ale continutului de proteine si carbohidrati In extractele
manoproteice au fost Inregistrate in variantele III si V, 1n care pentru efectuarea autolizei a fost utilizatd solutia
tampon fosfat de sodiu. Continutul lor, in functie de temperatura utilizata, a fost de 64,5+0,50 — 67,7+0,09%
S.U. si, respectiv, de 17,2+0,70 — 21,8+0,57% S.U. (Fig.2).
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Fig.2. Continutul de proteine si carbohidrati in fractiile alcaline manoproteice obtinute din biomasa de levuri de bere
dupa autoliza prin diferite metode: 1 — +55°C + H-0 dist. + acid acetic; 2 — +37°C + H,0 dist. + acid acetic;
3 — +37°C + tampon fosfat de sodiu; 4 — +45°C + H>0 dist. + acid acetic; 5 — +45°C + tampon fosfat de sodiu,
6 — +37°C + H>0 robinet + acid acetic.

In continuare a fost determinat continutul de proteine si carbohidrati in fractiile p-glucanice insolubile in
alcalii si acizi. Astfel, s-a constatat cd aceste fractii, in functie de varianta de autoliza utilizata, contin de la 6,3
pana la 13,9% S.U. de proteine si de la 46,8 pana la 83,4% S.U. de carbohidrati (Fig.3). Continutul minimal
de proteine in fractia f-glucanica obtinuta in variantele experimentale confirmd faptul ca tamponul fosfat
poseda eficientd inalta ca inductor al autolizei si substantele biologic active in cantitdti maximale deja au fost
extrase la etapele precedente.
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Fig.3. Continutul de proteine si carbohidrati in fractiile B-glucanice obtinute din biomasa de levuri de bere
dupa autoliza prin diferite metode: 1 — +55°C + H,0O dist. + acid acetic; 2 — +37°C + H,O dist. + acid acetic;
3—+37°C + tampon fosfat de sodiu; 4 — +45°C + H-0 dist. + acid acetic; 5 — +45°C + tampon fosfat de sodiu;
6 — +37°C + H-O robinet + acid acetic.

Asadar, rezultatele obtinute confirma eficienta solutiei tampon fosfat de sodiu si a temperaturii de 45°C in
calitate de inductor al autolizei, care permite obtinerea unor extracte cu un continut inalt de proteine si carbo-
hidrati. Ele sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate, conform carora optimizarea parametrilor
de extractie, ca temperatura, durata si concentratia biomasei in suspensie, a contribuit la obtinerea unui extract
pentru utilizare in industria alimentara, cu un continut de 51,4 = 1,2% S.U. de proteine si de 25,9 + 0,1% S.U.
de carbohidrati. Efectuand extractia la temperatura de 95°C, timp de 9 ore, concentratia biomasei in suspensie
este de 10% [16].

Concluzii

1. Autoliza biomasei (celulelor) levuriene cu utilizarea solutiei tampon fosfat de sodiu si a temperaturii de
45°C permite obtinerea extractelor de diversa naturd cu compozitie biochimica mai valoroasa, comparativ
cu alte variante cercetate.

2. Extractele proteice, manoproteice si fractia B-glucanica, obtinute din biomasa de levuri de bere prin auto-
liza la 45°C cu solutie tampon fosfat de sodiu si extractie fractionata consecutiva, contin de la 8,0 pana
la 86,4% S.U. de proteine, de la 13,3 pana la 76,6% S.U. de carbohidrati, in functie de natura lor.

3. Compozitia biochimica variatd a fractiilor extrase ofera posibilitatea valorificarii lor cu scopul crearii
de noi preparate. Rezultatele obtinute pot fi aplicate in biotehnologie, la elaborarea noilor tehnologii
autohtone de producere a preparatelor de natura proteicd si glucidica cu potential inalt de utilizare in
sectorul zootehnic.
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