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OPTIMIZATION OF THE WASTE PROCESSING PROCEDURE OF THE BEER INDUSTRY AND OBTAINING LIPID

PREPARATION FROM YEAST BIOMASS

Summary. Currently, special attention is paid to the use of industrial by-products, in particular those obtained in huge
quantities in the brewing and wine making process, as a source for the production of natural preparations with high bio-
logical value. In this study are presented results related to the recovery of beer yeast biomass from the sediments of the
beer industry, by obtaining lipid extracts with valuable biochemical composition. Thus, applying the optimized autolysis
method, with the use of sodium phosphate buffer at 45°C for the destruction of the cell wall and fractional extraction with
hydric, alkaline and acidic solutions, various liquid and solid fractions were obtained from the biomass of brewer’s yeast
with varied lipid content. So, in order to optimize the waste processing process of the beer industry and the complex recov-
ery of yeast biomass, it is reasonable to include the lipid fraction extraction stage in the technological flow, after obtaining
protein and mannoprotein extracts, which will be useful and as an additional step of purification of the 3-glucan fraction.

Keywords: beer sediments, yeast biomass, fractional extraction, lipids.

Rezumat. In prezent se acorda un interes deosebit utilizarii produselor secundare industriale, in special, celor obtinute
in cantitati enorme in procesul de fabricare a berii si vinului, ca sursa pentru elaborarea preparatelor naturale cu valoare
biologica inalta. In lucrarea data sunt prezentate rezultate ce tin de valorificarea biomasei de levuri din sedimentele indus-
triei de bere, prin obtinerea unor extracte lipidice cu compozitie biochimica valoroasa. Astfel, aplicind metoda de autoliza
optimizatd, cu utilizarea tamponului fosfat de sodiu la temperatura 45 °C pentru distrugerea peretelui celular si extractie
fractionata cu solutii hidrice, alcaline si acide, din biomasa de levuri de bere au fost obtinute diverse fractii lichide si solide
cu continut de lipide variat. Prin urmare, pentru optimizarea procedeului de prelucrare a deseurilor industriei de bere si
valorificarea complexd a biomasei de levuri, este rezonabila includerea etapei de extragere a fractiei lipidice in fluxul tehno-
logic, dupa obtinerea extractelor proteice si manoproteice, fapt ce va fi util si in calitate de etapa suplimentara de purificare
a fractiei B-glucanice.

Cuvinte-cheie: sedimente de bere, biomasad de levuri, extractie fractionata, lipide.
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INTRODUCERE

Actualmente, in baza compusilor bioactivi micro-
bieni se elaboreazd diferite preparate cu aplicare prac-
ticd intr-un sir de domenii. O problema de importanta
majord in dezvoltarea sectorului zootehnic autohton
constituie lipsa furajelor completate cu substante bi-
oactive valoroase. Este cunoscut faptul cd suplimen-
tele obtinute din biomasa levuriana, imbogatita cu
compusi oleogeni, proteici si vitaminici asimilabili,
imbunatatesc si sporesc considerabil indicii producti-
vitatii si fertilitatii la diferite grupe de animale si pasari
[1-3].

Un interes deosebit prezinta utilizarea produselor
secundare industriale ce se obtin in cantititi enorme
in urma procesului de fabricare a berii. Problema se
inscrie in zona de studii a cercetatorilor din diferi-
te tdri care cauta solutii pentru utilizarea deseurilor
agroindustriale prin elaborarea preparatelor naturale
cu valoare biologica inaltd, cu implementare practi-
ca in diverse ramuri ale economiei tdrii, in special in
sectorul zootehnic. Astfel ca stabilirea compozitiei bi-
ochimice a biomasei levuriene ca subprodus rezultat
din industria berii este importantd pentru obtinerea
preparatelor de perspectiva. Studiile efectuate in acest
domeniu demonstreazd aplicabilitatea levurilor ca
sursd valoroasd de proteine, lipide, carbohidrati, vita-
mine, antioxidanti, microelemente etc. [4-8].

In calitate de macronutrienti, lipidele levurilor
genului Saccharomyces contin acizi grasi (1-20 %),
fos-folipide (15-60 %), trigliceride (20-50 %), mo-
no-digliceride (1-15 %) si steroli (pana la 18 %) din
suma lipidelor totale [9]. Compozitia lipidica a celu-
lelor de drojdie este relativ simpld in comparatie cu
organismele multicelulare mai complexe, totusi ca-
racteristicile sale majore sunt comparabile cu lipido-
mul oricarei alte celule eucariote. Cele mai raspandite
clase de lipide sunt: acidul fosfatidic, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidil-inozitolul, fosfati-
dilserina, diacilglicerolul si derivatii lor. Mai putin
abundente sunt fosfatidilglicerolul si cardiolipina.
Triacilglicerolii si esterii de steroli servesc drept lipi-
de de stocare. Compozitia de acizi grasi este limitata
in cea mai mare parte atat la acizi grasi nesaturati,
acid oleic (18:1) si acid palmitoleic (16:1), cat si la
acizi grasi saturati — acid palmitic (16:0) si acid stearic
(18:0). Sfingolipidele de drojdie constau din inozitol
fosforilceramidd, mannosil-inozitol fosforilceramida
si mannosil-di-inozitol-fosforil ceramida. Axul prin-
cipal al acestora contine fitosfingozind, ca portiune
de baza, la care este atasat printr-o legaturd amidi-
ca un acid gras a-hidroxilat cu catena lunga C26:0
[10-11].
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Din punct de vedere al compozitiei biochimice,
acestea imbina proprietati specifice de actiune si pot
servi drept component de bazi eficient pentru elabo-
rarea suplimentelor nutritive, furajere, preparatelor
prebiotice, complexelor de vitamine, precum si pre-
paratelor cu actiune hormonald [12-15]. Astfel, scopul
cercetarilor a constat in optimizarea procedeului de
prelucrare a deseurilor industriei de bere si obtinerea
din biomasa de levuri a preparatelor lipidice.

MATERIALE SI METODE

Obiectul de studiu. In cercetiri a fost utilizata bi-
omasa de levuri (Saccharomyces cerevisiae) de fermen-
tare inferioard de la producerea berii, prelevatd dupi
cinci cicluri de fermentare, oferitd cu amabilitate de
citre colaboratorii Fabricii de bere Kellers (com. Bu-
desti, Republica Moldova). Initial, biomasa a fost su-
pusa centrifugarii cu scopul eliminarii lichidului rema-
nent si apoi congelatd la temperatura de -18 °C pentru
pistrare. In continuare, a fost evaluatd componenta
biochimica a biomasei de levuri. Astfel, s-a determinat
ca biomasa levuriana contine in medie 238,7+0,12 mg
substanta uscatd per 1 gram de biomasa, ce constitu-
ie 23,9 % de biomasa absolut uscatd (BAU). Testele
biochimice efectuate au relevat o componenta biochi-
micd variatd, biomasa levuriand fiind compusd din
56,2+0,16 % BAU de proteine, 34,3+1,25 % BAU car-
bohidrati, 5,3+0,09 % BAU lipide, 4,3+0,27 % cenusa.

Metodele de realizare a cercetarilor. Determi-
narea biomasei absolut uscate s-a realizat gravimetric
conform metodei descrise [16], care constd in us-
carea biomasei celulare in etuva, la temperatura de
105 °C pana la masa constanta si recalcularea sub-
stantei uscate.

Pentru optimizarea conditiilor de autolizd a levu-
rilor, la fiecare varianta s-a folosit ca material de lucru
30 g de biomasa de levuri decongelata, care a fost su-
pusa diferitor conditii de autolizd: aceasta s-a efectuat
in baloane Erlenmayer, cu volum de 250 ml, in care s-a
introdus cantitatea mentionatd 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 cu agitare periodica [17].

Prelucrarea biomasei si obtinerea fractiilor de di-
feritd naturd a fost efectuata conform [18]. Continutul
lipidelor in biomasa si fractiile obtinute s-au determi-
nat gravimetric conform [19], principiul procedeului
constand in extractia lipidelor din biomasa de levuri
timp de 20 de minute, la temperatura de 35-40 °C,
cu amestec etanol:cloroform:acid acetic 10 %, in
raport 5:1:1 si ulterior 20 de minute cu adaugarea a
45 ml cloroform, raportul final fiind de 5:10:1.
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Determinarea componentei cantitative si calitative
a lipidelor s-a efectuat prin cromatografierea in strat
subtire (CSS) si densitometrie [20], in baza principiu-
lui: plasarea lipidelor obtinute dupa extragere pe plici
Sorbfil si developarea (1-2 ore) in amestec de hexan:eter
dietilic:acid acetic glacial in raport 73:25:2 si masurarea
intensitatii colorarii petelor la densitometru.

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectua-
ta utilizand setul de programe MO Excel si Statistica
9.0. Rezultatele datelor a trei repetari au fost exprimate
prin calcularea mediei, deviatiei standard si a inter-
valului de incredere pentru o medie. Toate diferen-
tele au fost considerate semnificative statistic pentru
P <0,05.

REZULTATE SI DISCUTII

Procedeele utilizate pentru fractionarea biomasei
microbiene si extragerea principiilor bioactive influ-
enteaza semnificativ calitatea si cantitatea produsului
final.

In prezent sunt folosite diverse metode de distru-
gere a peretilor celulari levurieni, bazate pe utilizarea
enzimelor, ultrasunetului, pe omogenizarea meca-
nica, ele fiind insa destul de costisitoare si solicitind
utilaj special [21-26]. Din aceste considerente, in ca-
drul cercetirilor a fost utilizatd metoda optima de
distrugere a peretelui celular levurian, identificatd in
studiile anterioare, pentru obfinerea biopreparatelor
cu valoare nutritiva si biologica inalta, care prevede
autoliza biomasei de levuri de bere in solutie tampon
fosfat de sodiu pH - 7,8 (raport 1:1), la temperatura
45 °C, timp de 8 ore, cu agitare periodica.

In consecinta, cercetirile s-au axat pe determina-
rea continutului cantitativ si calitativ al lipidelor in bi-
omasa levurilor din deseurile industriei de bere si in
diferite fractii obtinute in baza acesteia, cu scopul sta-

bilirii consecutivititii optime a etapelor de fractionare
a biomasei, pentru obtinerea unui numar maxim de
fractii de diferitd naturd, inclusiv lipidice, din acelasi
volum de biomasa in acelasi flux tehnologic.

Initial, s-a stabilit ca biomasa de levuri de bere con-
tine pana la 5,29+0,09 g% BAU lipide. In continuare,
utilizand metoda de autolizd mentionatd anterior, din
biomasa de levuri au fost obtinute diferite fractii lichi-
de si solide - fractia hidricd (proteicd), fractia solida
dupa extractie hidrica, fractia alcalind (manoprotei-
ca), fractia solida dupa extractie alcalind, fractia lichi-
da acida, fractia insolubild in alcalii si acizi (B-glucani-
cd). Ulterior, in fractiile lichide si solide obtinute a fost
determinat continutul de lipide. In final, s-a stabilit ci
in fractiile solide, obtinute dupa extractia hidrica si al-
calind, continutul lipidelor practic nu se modifica in
comparatie cu biomasa initiala si constituie 5,16+0,04
si respectiv 5,24+0,01 g% BAU, fapt ce confirma ca li-
pidele nu au fost extrase cu solutie tampon fosfat de
sodiu si solutie alcalind. Indicii cantitativi ai lipidelor
de 3,0+0,04 g% BAU in extractul acid lichid aratd cd o
parte din lipidele levuriene au fost extrase cu solutie
0,5N de acid acetic, iar o cantitate mica de produsi ole-
ogeni 1,6+0,23 g% BAU ramane in fractia p-glucanica.
Rezultatele sunt prezentate in figura 1.

In continuare, prin metoda cromatografiei in strat
subtire a fost evaluata componenta calitativa si canti-
tativa a lipidelor obtinute din toate fractiile. S-a stabilit
ca in toate fractiile lipidice, in cantita{i variate, sunt
prezente fosfolipidele 4,49...39,0 % si eteri de steroli
36,30...75,6 % din suma lipidelor.

Analiza componentei fractionare a lipidelor a evi-
dentiat cd toate fractiile solide contin steroli 6,74...
9,58 % din suma, mono- si digliceridele constituind
8,0-25,54 %, iar indicii triacilgliceridelor fiind de 7,0-
17,97 % din suma fractiilor lipidice (tabelul 1).

Lipide, g% BAU
6
5,29 516 524
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0,07
0 T ——
Biomasa de levuri Biomasa dupi Extract manoproteic Biomasa dupi Extractacidlichid ~ Fractia p-glucani
extractia fractiei alcalin extractia alcalini
proteice

Figura 1. Continutul de lipide in biomasa de levuri de bere si diferite fractii.
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Tabelul 1

Componenta calitativa si cantitativa a lipidelor in biomasa si diverse fractii
alevurilor de bere (% din suma fractiilor lipidice)

Fractii de . .
S Biomasa Biomasa . . Extract .
levuri . ) Biomasa Fractia Extract acid
de levuri dupa extrac- o . mano-  pax
A . . . | dupaextrac- | P-glucani . lichida
.. initiala tia fractiei . . proteic
Fractii ’ . tie alcalina .
s proteice alcalin
lipidice
Fosfolipide, % 39,0+0,88 23,28+1,5 4,49+0,33 14,59+0,75 23,80£1,0 24,5+0,61
Steroli, % +7,0%£0,57 9,58+0,83 6,74+0,25 7,29+0,30 - -
Mono-digliceride, % 8,0+0,42 16,43+0,52 - 25,54+0,57 19,04+0,65 -
Triacilgliceride, % 7,0£0,18 14,38+0,66 17,97+0,31 13,86+0,99 - -
Eteri de steroli, % 39,0+0,58 36,30+0,29 70,78+1,1 38,68+1,1 57,14+0,80 75,6+0,53

Se poate conchide prin urmare ca pentru opti-
mizarea procedeului de prelucrare a deseurilor in-
dustriei de bere si valorificarea complexa a biomasei
levuriene este oportuna includerea etapei de extra-
gere a fractiei lipidice in fluxul tehnologic, dupa ob-
tinerea extractelor proteice si manoproteice, inclusiv
in calitate de etapa aditionald de purificare a fractiei
B-glucanice.

Rezultatele obtinute au stat la baza elaboririi pro-
cedeului de obtinere a preparatului lipidic din bioma-
sa levurilor de bere cu continut biochimic valoros,
care prevede urmdtoarele etape:

1. Separarea fractiei lichide a deseurilor de fractia
solida (biomasa) prin centrifugare timp de 10-15 mi-
nute la 2 000 rot./min.

2. Sedimentul (biomasa de levuri) se supune au-
tolizei cu solutie tampon fosfat (raport 1:1) la tempe-
ratura 45 °C, timp de 8 ore. Decantarea fazelor prin
centrifugare — timp 10-15 minute la 2 000 rot./min.

3. Sedimentul solid (biomasa) se supune extractiei
cu solutie 1IN NaOH (raport 1:5) timp de 2 ore la tem-
peratura de 80 °C. Decantarea fazelor prin centrifuga-
re timp 10-15 minute la 2 000 rot./min.

4. Sedimentul solid (pereti celulari insolubili in al-
calii) se trateazd cu amestec de etanol:cloroform:acid
acetic 10 % (5:1:1), la temperatura 35-40 °C timp de
20 de minute si extractia repetatd cu addugarea a 45 ml
cloroform pana la raportul 5:10:1 in aceleasi conditii
de temperaturd si durata.

5. Spélarea cu apd distilatd a fractiei lichide (ex-
tract de lipide in solutie cloroform:etanol) in palnia
de separare pentru eliminarea etanolului. Fractia clo-
roformicd se separd in stratul de jos al amestecului,
fractia hidroetanolica se separd la suprafata palniei si
se elimina prin robinet. Procedura se repeta de 5 ori
pentru eliminarea completa a etanolului;
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6. Deshidratarea fractiei cloroformice prin filtrare
repetatd (3-4 ori) printr-un strat de Na SO, anhidru,
pentru eliminarea completd a apei remanente si a po-
sibilelor impuritati restante de la etapele precedente,
péana la obtinerea unei solutii transparente;

7. Evaporarea cloroformului din solutia clorofor-
micd prin distilare in vid la rotoevaporator, pand la
obtinerea extractului lipidic de consistentd vascoasa.

8. Determinarea compozitiei fractionare a prepa-
ratului lipidic, prin cromatografie in strat subtire pe
placi de Silufol;

9. Sterilizarea prin tindalizare (trei serii de incil-
ziri la temperatura de 55°C si rdciri succesive) pentru
a nu compromite parametrii biochimici si activitatea
biologic a fractiilor lipidice ale preparatului i inacti-
varea microflorei cazuale.

Ulterior, prin cromatografie in strat subtire si den-
sitometrie a fost determinatd componenta fractionard a
preparatului lipidic, care contine fosfolipide - 29,37 %,
steroli — 7,13 %, mono-digliceride - 11,05 %, triacil-
gliceride — 11,28 %, eteri de steroli si ceruri — 36,28 %
din suma lipidelor, compusi care poseda activitate bi-
ologica inaltd (figura 3).

Componenta fractionard a preparatului este in
mare parte similara cu cea a lipidelor obtinute din Sac-
charomyces cerevisiae descrisd in literatura de specia-
litate [27]. Din punct de vedere al compozitiei fractio-
nare, preparatul lipidic contine diverse fractii specifice
levurilor genului Saccharomyces si poate servi drept
component de bazi eficient pentru elaborarea supli-
mentelor nutritive, furajere, preparatelor prebiotice si
celor cu actiune hormonal.

Continutul semnificativ de fosfolipide evidentiaza
perspectiva cercetdrilor ce tin de evaluarea efectului
utilizérii preparatului lipidic in calitate de protector in
mediile pentru conservarea si pastrarea genofondului
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Eteri de steroli
si ceruri
36,28%
Mono-
Trigliceride digli
11,28%  11,05%

Figura 3. Componenta fractionard a preparatului lipidic
obtinut din biomasa de levuri din deseurile
industriei de bere.

animal de interes zootehnic, deoarece acestea (in spe-
cial cele ce se gisesc in galbenusul de ou) se utilizeaza
pe larg in conservarea materialului seminal al anima-
lelor [28].

Astfel, preparatul lipidic format din compusi ole-
ogeni bioactivi, caracterizat prin prezenta fosfolipide-
lor, sterolilor, mono-, di-, trigliceridelor, eterilor de
steroli si cerurilor, posedd un potential inalt de aplica-
re practica in special in sectorul zootehnic, in calitate
de supliment in mediile protective pentru conservarea
si mentinerea materialului seminal.

CONCLUZII

Complexul de compusi oleogeni cu activitate bio-
logica inaltd, identificati in biomasa levuriana, carac-
terizat prin prezenta fosfolipidelor, sterolilor, mono-,
digliceridelor, trigliceridelor si eterilor de steroli poate
servi drept bazd pentru obtinerea biopreparatelor de
natura lipidica cu aplicare practica in diverse domenii.

Pentru optimizarea procedeului de prelucrare a
deseurilor industriei de bere si valorificarea complexa
a biomasei levuriene, este oportund includerea etapei
de extragere a fractiei lipidice in fluxul tehnologic,
dupa obtinerea extractelor proteice si manoproteice,
inclusiv in calitate de etapd aditionald de purificare a
fractiei B-glucanice.

Preparatul lipidic format din compusi oleogeni
biologic activi, caracterizat prin prezenta fosfolipide-
lor (29,4 %), sterolilor (7,1 %), mono-, digliceridelor
(11,1 %), trigliceridelor (11,3 %), esterilor de steroli
si cerurilor (36,3 %) din suma lipidelor, posedd un
potential inalt de aplicare practicd, in zootehnie, ca
supliment in mediile protective pentru conservarea si
pastrarea materialului seminal al animalelor de interes
zootehnic.

NOTA. Rezultatele au fost obtinute in cadrul proiec-
tului 20.80009.5107.16 Preparate microbiene biologic active
noi pentru majorarea potenfialului reproductiv si productiv
al animalelor de interes zootehnic finantat de catre ANCD.
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