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in articol sunt prezentate rezultatele cercetarii eficientei a 6 metode diferite de autoliza a biomasei levurilor de bere si a
activitatii catalazei (CAT) si superoxiddismutazei (SOD) din extractele de diferita natura obtinute din ea. Activitatea CAT
si SOD a fost studiatd in extractele aminoacido-proteice, manoproteice si B-glucanice. Conform rezultatelor obtinute,
factorii de baza, care conditioneaza obtinerea extractelor cu activitate CAT si SOD maximala, sunt pH-ul si temperatura,
utilizate la autoliza. Pentru obtinerea extractelor de diferita naturd cu activitate CAT si SOD inalta, este oportuna utilizarea
la etapa initiala de prelucrare a biomasei de levuri (autoliza) a tamponului fosfat de sodiu (pH-7,8) si a temperaturii +45°C.
Extractele proteice, obtinute din biomasa de levuri din deseurile industriei de bere, caracterizate prin activitate CAT si SOD
inaltd, poseda potential inalt de utilizare in industria alimentara, farmaceutica si in sectorul zootehnic.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF SOME YEAST BIOMASS EXTRACTS FROM THE BEER INDUSTRY WASTE

The article presents the research results of the efficiency of six different methods of autolysis of brewer's yeast biomass
and the activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) of different nature extracts, obtained from it. CAT and
SOD activities have been studied in amino acid protein, mannoprotein and -glucan extracts. According to the obtained
results, the basis factors that condition the obtaining of extracts with maximum CAT and SOD activities are pH and tem-
perature used in autolysis. To obtain extracts of different nature with high CAT and SOD activities, it is opportune to use
sodium phosphate buffer (pH-7,8) and the temperature of +45°C at the initial stage of processing yeast biomass (autolysis).
The protein extracts obtained from waste yeast biomass from the beer industry, characterised by high CAT and SOD
activities, have a high potential for use in the food, pharmaceutical industries and livestock sectors.
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Introducere

In ultimii ani, cercetdrile ce tin de obtinerea si utilizarea extractelor naturale cu proprietati antioxidante
devin tot mai actuale [1]. Studiul diferitor microorganisme in calitate de sursad de preparate antioxidante este
0 directie importanta in domeniul biotehnologiei microbiene. Levurile din genul Saccharomyces sp. sunt consi-
derate si pot servi ca sursa importanta de enzime antioxidante [2-3]. Un rol important in distrugerea radicalilor
liberi revine aminoacizilor si enzimelor: superoxiddismutaza (SOD) si catalaza (CAT) [4-6]. Actualmente,
interes sporit prezinta utilizarea deseurilor industriei de bere, in special a biomasei de levuri, in calitate de sursa
importantd de aminoacizi si enzime cu efect antioxidant. Relevanta cercetarilor este determinata de spectrul
larg de aplicare a extractelor proteice obtinute din biomasa levurilor de bere, datorita valorii nutritive, activi-
tatii biologice si antioxidante inalte a acestor extracte.

Utilizarea biomasei de levuri din deseurile industriei de bere, ca materie prima pentru producerea extractelor
proteice si enzimatice, poate solutiona problema deficitului produselor naturale autohtone cu eficacitate inalta si
sinecost rezonabil si, de asemenea, poate contribui la reducerea impactului negativ al deseurilor asupra mediului.
Extractele aminoacido-proteice cu proprietati antioxidante, obtinute din levurile de bere, prezinta interes deosebit
prin faptul ca pot fi utilizate in industria alimentara, farmaceutica pentru obtinerea produselor naturale, precum
si a bioaditivelor pentru hrana animalelor. Utilizarea extractelor proteice cu continut sporit de aminoacizi si
enzime antioxidante poate solutiona multe probleme din sectorul zootehnic al tarii, care se confrunta cu deficit
permanent de furaje de calitate cu continut echilibrat de substante biologic active.

Astfel, levurile si diferite extracte in baza acestora sunt un ingredient valoros pentru ameliorarea ratiilor
furajere ale animalelor [7]. Extractele proteice cu activitate biologic inalta din levuri prezinta interes ca factor
de crestere a animalelor si de reducere a morbiditatii; de asemenea, pot fi folosite ca aditivi in tratamentul si
profilaxia dereglarilor legate de insuficienta proteinelor si vitaminelor in ratia de baza a animalelor si a pasa-
rilor de ferma.
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Deoarece celulele levuriene poseda perete celular rigid si rezistent la actiunea diferitor fermenti, inclusiv
digestivi, utilizarea biomasei si obtinerea biopreparatelor in baza ei deseori este limitata. In acest sens, distru-
gerea peretilor celulari levurieni are prioritate pentru utilizarea eficientd a biomasei si obtinerea extractelor
biologic active. Actualmente sunt cunoscute diverse metode eficiente de autoliza si distrugere a peretilor ce-
lulari levurieni, bazate pe utilizarea enzimelor, ultrasunetului, distrugerii mecanice (omogenizare), utilizate
fiecare in parte sau in diferite combinatii, dar care pana la urma sunt destul de costisitoare si necesita utilaj
special. Din aceste considerente, scopul acestor cercetari consta in selectarea metodei optime de autoliza a
biomasei de levuri pentru obtinerea extractelor proteice cu activitate SOD si CAT maximala.

Material si metode

Ca material de cercetare a fost utilizata biomasa de levuri (Saccharomyces cerevisiae) de fermentare infe-
rioard din deseurile industriei de bere, oferite de fabrica de bere Kellers (Budesti).

Metodele de realizare a cercetarilor

Pentru optimizarea conditiilor de autoliza a biomasei au fost cercetate sase variante diferite de distrugere
a peretilor celulari. La fiecare varianta s-a folosit ca material de lucru 30 g de biomasa de levuri de bere decon-
gelate, care a fost supusa diferitor conditii de autoliza. Aceasta s-a efectuat in colbe Erlenmayer, cu volum de
250 ml, 1n care s-a introdus cantitatea mentionata de biomasa si diferite solutii in volum de 30 ml (raport 1:1).
Suspensiile au fost termostatate la temperatura de 37,45 si 55°C timp de 8 ore.

Au fost cercetate urmatoarele variante:

Varianta 1 (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 2. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa distilatd (in raport 1:1),
se adauga acid acetic glacial in recalcul de 3 ml de acid la 1L de suspensie. Suspensia obtinutd se supune
autolizei la +37°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta 3. 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 pe-
riodica.

Varianta 4. 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 obtinutd se supune auto-
lizei la +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta 5. 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 +45°C timp de 8 ore, cu agitare periodica.

Varianta 6. Biomasa de levuri de bere decongelate (30 g) se amesteca cu 30 ml apa potabila (in raport 1:1),
se adaugd 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.

Activitatea catalazei (CAT) s-a determinat cu utilizarea metodei spectrofotometrice, care se bazeaza pe
capacitatea peroxidului de hidrogen de a interactiona cu molibdatul de amoniu, formand un complex colorat
stabil [9,10].

Activitatea superoxiddismutazei (SOD) s-a stabilit cu utilizarea metodei spectrofotometrice, care se ba-
zeaza pe capacitatea anionului superoxid de a reduce sarea de tetrazoliu-nitroblue in prezenta tetrametiletilen-
diaminei si riboflavinei pana la un compus stabil, insolubil de tip formazan [11].

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

Rezultate si discutii

In prezent, levurile sunt pe larg utilizate pentru producerea pe scara industriald a proteinei, enzimelor
(invertaza, dehidrogenaza) etc. [12]. Un obiect biotehnologic de mare perspectiva il reprezinta levurile din
genul Saccharomyces, fiind considerate o sursa valoroasa de antioxidanti, precum si de superoxiddismutaza
si catalaza. Levurile detin avantaje semnificative fata de alte surse de enzime antioxidante: viteza inalta de
crestere, ciclul scurt de producere (2-3 zile), pretul relativ mic al componentelor mediilor nutritive, prezenta
a doua tipuri de SOD (Cw/ZnSOD si MnSOD). SOD reprezintd o metaloenzima si este reglatorul principal al
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proceselor de oxidare in celuld. Aceastd enzima catalizeaza reactia de recombinare a radicalilor O, cu formarea
peroxidului de hidrogen si a oxigenului triplet [13]. Catalaza actioneaza in conversia peroxidului de hidrogen
care este un agent oxidant puternic, cu caracter toxic pentru celule. Aceste doud enzime sunt principalele
enzime antioxidante ale levurilor, iar dupa valorile activitatii lor se poate judeca despre statutul oxidativ al
biomasei de levuri si al produselor obtinute in baza acesteia, implicit despre calitatea si inofensivitatea lor.

Initial, biomasa de levuri de bere a fost supusa autolizei conform variantelor experimentale sus-mentionate.
Din fiecare varianta experimentald si din varianta martor au fost obtinute consecutiv trei extracte: hidric (fractia
aminoacido-proteica), alcalin (fractia manoproteica) si insolubil in alcalii si acizi (fractia B-glucanicd).

Extractul hidric (fractia aminoacido-proteica) a fost obtinut prin separarea fazei lichide de cea solida (bio-
masa), prin centrifugare la 3500 rot./min timp de 15 minute, imediat dupa autoliza. Extractul alcalin (fractia
manoproteica) a fost obtinut in continuare prin tratarea biomasei restante cu solutie 1IN NaOH (pH-12), raport
(1:5), la temperatura de 80+5°C, timp de 2 ore. Extractul alcalin a fost recuperat prin centrifugare la 3500 rot./min.
timp de 15 minute. Extractul insolubil in alcalii si acizi (fractia f-glucanicd) a fost obtinut din biomasa restanta
de la extractia alcalind, prin tratarea acesteia cu acid acetic 0,5N (raport 1:5), la temperatura de 75+5°C timp
de 1 ora. Fractia B-glucanica a fost recuperata prin centrifugare la 3500 rot./min timp de 15 minute. Sedimentul
a fost spalat de 3 ori cu apa distilata si uscat la temperatura de 50+5°C.

In toate extractele obtinute a fost determinata activitatea enzimelor antioxidante CAT si SOD.

In rezultatul cercetirilor s-a stabilit ca activitatea CAT 1in fractiile aminoacido-proteice variazi intre
397,7+1,65 si 540,2+2,66 mmol/min per mg de proteind, valoare maxima inregistrandu-se in varianta 5, la
utilizarea tamponului fosfat de sodiu si a temperaturii de +45°C. Activitatea SOD 1in aceste fractii variaza la
nivel de 71,9+2,19 — 114,7+0,10 U/mg proteind cu valoare maxima in varianta III, in care ca factor de inductie
a autolizei a servit acelasi tampon fosfat de sodiu si temperatura +37°C (Fig.1).
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Fig.1. Activitatea CAT si SOD in extractele hidrice (aminoacido-proteice) obtinute din biomasa de levuri de bere la utili-
zarea 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,O robinet + acid acetic.

In continuare a fost evaluati activitatea CAT si SOD in extractele alcaline (fractia manoproteici). Astfel,
rezultatele obtinute denota ca in varianta 1 (martor) activitatea CAT a constituit 7214+4,0 mmol/min la mg
proteina, iar activitatea SOD — 55,14+0,09 Umg/proteina. Sporirea activitatii ambelor enzime concomitent s-a
constatat in variantele experimentale obtinute prin metoda de autolizd a biomasei cu utilizarea tamponului
fosfat de sodiu la temperatura de +45°C. Activitatea CAT in probele cu tampon fosfat de sodiu constituie
718+2,94 — 822+5,0 mmol/min la mg proteinad, iar activitatea SOD constituie 63,06+0,27 — 80,96+2,29 U/ mg
proteina (Fig.2). Activitate maxima a CAT a fost stabilitd in varianta a doua — 916,5+3,5 mmol/min la mg
proteind, insa activitatea SOD in acest caz a fost joasi si a constituit 49,0+1,4 U/mg proteina. in celelalte
variante, unde a fost utilizat acidul acetic, activitatea enzimelor diferd nesemnificativ de proba martor sau
este mai mica comparativ cu valoarea de referinta.
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Fig.2. Activitatea CAT si SOD 1in extractele 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,0O dist. + acid acetic; 5 — +45°C + tampon fosfat de sodiu; 6 — +37°C +
H.O robinet + acid acetic.

La etapa urmitoare S-a evaluat activitatea enzimatici CAT si SOD in fractiile p-glucanice obtinute. in
rezultat s-a stabilit ca activitatea enzimatica a CAT si SOD 1in aceste fractii este semnificativ mai joasa com-
parativ cu cele aminoacido-proteice si manoproteice si ating valori de 128,0+7,0-219,5+2,5 mmol/min. la mg
proteina pentru CAT si 4,8+0,09-8,5+0,16 U/mg proteina pentru SOD. In acelasi timp, trebuie mentionat ¢
activitate relativ inaltd a ambelor enzime s-a stabilit iarasi in varianta 5, in care initial pentru prelucrarea bio-
masei a fost utilizat tamponul fosfat de sodiu si temperatura +45°C (Fig.3).
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Fig.3. Activitatea CAT si SOD in fractiile B-glucanice obtinute din biomasa de levuri de bere dupa autoliza prin diferite
metode: 1 — +55°C + H0 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,O robinet + acid acetic.

In timpul extragerii, proteinele se pot denatura sau deteriora din cauza temperaturilor inalte sau reactivilor
chimici utilizati. O solutie tampon potrivita utilizatd in timpul procesului de extractie contribuie la imbunatatirea
stabilititii moleculelor proteice si protejeaza integritatea proteinelor in timpul separarii de alte componente
ale celulei. Rezultate similare au obtinut si alti cercetatori, care au demonstrat experimental eficienta inalta a
solutiilor tampon, inclusiv a tamponului fosfat de sodiu, in extragerea proteinelor, CAT si SOD din diferite
obiecte biologice [14-16].

Deci, putem mentiona ca rezultatele obtinute vor contribui la eficientizarea semnificativa a metodelor de
prelucrare a biomasei de levuri din deseurile industriei de bere, ceea ce va permite obtinerea unor produse
proteice naturale de calitate cu valoare nutritiva si activitate biologica nalta.
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Concluzii

1. Pentru obtinerea extractelor de diferita naturd cu activitate CAT si SOD maximald din biomasa de
levuri de bere, este oportuna utilizarea la etapa initiald de prelucrare a biomasei a tamponului fosfat de
sodiu si a temperaturii +45°C pe durata autolizei.

2. Factorii de baza, care conditioneaza obtinerea extractelor cu activitate CAT si SOD maximala, sunt pH-ul
si temperatura, utilizate la etapa de autoliza.

3. Utilizarea solutiilor alcaline la etapele ulterioare de prelucrare a biomasei nu afecteaza activitatea enzi-
melor antioxidante si permite obtinerea din levurile de bere a extractelor cu activitatea CAT si SOD la
un nivel acceptabil.

4. Extractele proteice, obtinute din biomasa de levuri din deseurile industriei de bere, caracterizate prin
activitate CAT si SOD inalta, poseda potential inalt de utilizare in industria alimentara, farmaceutica si
in sectorul zootehnic.
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