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Scindarea hidroliticd a zaharozei in glucoza si fructoza se poate realiza pe cale enzimatica cu doua tipunr
de enzime o D-glucozidaza si f D-fructofuranozidaza.

in literatura sunt descrise mai multe procedee de obtinere a preparatelor de invertazd din drojdie
destinate scopurilor industriale, precum si metode pentru obtinerea de preparate de puritate avansata si

foarte active.

Abstract

Zaharose's hydrolyze in glucose and fructose can be realized in enzymatic way with two types of
enzymes o D- glycosidase and p D-fructofuranozidaza.

In technical literature are described many procedures to obtain invertase preparation for industrial
scopes, as well as and methods to obtain a high purity preparation and very actives

Scindarea hidroliticd a =zaharozei in
glucoza si fructoza se poate realiza pe cale
enzimatica cu doua tipuri de enzime a D-
glucozidaza si § D-fructofuranozidaza.

o D-glucozidaza atacd molecula de
zaharoza prin hidroliza legaturii glicozidice
de la capatul terminal al glucozei (legatura
C1 — 0O), iar p D- furanozidaza ataca
zaharoza la capatul terminal al fructozei.

f D- furanozidaza, cunoscutd si sub
denumirea 'de invertazd, zaharaza sau
sucraza, este o enzima@ care poate
hidroliza un numar mare de B-fructozizi, cu
conditia ca acestia sa aiba intact un rest de
p-D-fructofurozil terminal.

Invertaza este elaboratd de diferite
tulpini de microorganisme, dar dintre
acestea drojdiile au capatat cea mai larga
utilizare pentru obtinerea de preparate
enzimatice.

in celulele de drojdie, invertaza este
localizata atat in celule (in protoplaste), cat
si legatd de membrana celulara prin
fosfomanani.

in prezent preparatele invertazice
partial purificate isi gasesc o utilizare tot

mai mare in cadrul procedeelor
biotehnologice de obtinere a produselor
alimentare eficiente si cu un grad ridicat de
inocuitate.

Preparatele invertazice se folosesc, cu
deosebit succes, la obtinerea siropurilor de
zahar invertit (destinat fabricarii bauturilor
racoritoare, lichiorurilor si inghetatei), a
mierii arificiale si a diferitelor sortimente de
bomboane cu miez moale tras in ciocolata.

In literaturd sunt descrise mai multe
procedee de obtinere a preparatelor de
invertaza din drojdie destinate scopurilor
industriale, precum si metode pentru
obtinerea de preparate de puritate
avansata si foarte active.

Ceea ce este foarte important in
cresterea  potentialului  invertazic al
drojdiilor este compozitia mediului de
culturd precum si conditiile in care are loc
propagarea drojdiilor.

Referitor, la compozitia mediului, s-a
stabilit ca formarea invertazei de catre
celule este foarte mult stimulatd de
prezenta zaharozei.

Invertaza se elibereaza din celule prin
mai multe procedee, dar in general se
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prefera autoliza lentd sau autoliza
declangatd prin addugare de solventi
organici, cum ar fi toluenul sau cloroformul.

in procesul tehnologic de fabricare a
preparatelor de invertazd din drojdie se
deosebesc urmatoarele faze:

- imbogétirea biomasei de drojdie in
invertaza;

- autoliza celulelor de drojdie;

- precipitarea enzimei din autolizat;

- uscarea $i ambalarea produsului.

Ca materie prima pentru acest proces
se foloseste drojdia de bere rezultatd dupa
fermentatia primard a berii sau drojdia de
panificatie presata.

Imbogétirea masei de celule in
invertazd. In general, in literatura de
specialitate se specifica doua retete:

a) 200g de drojdie de panificatie
presata (cu 25% s.u.) se suspenda
in 4 litri mediu nutritiv ce contine 8g
fosfat de amoniu  secundar
(NH4)2HPO4, 8g fosfat de potasiu
primar KHzPO, 2g azotat de
magneziu Mg (NOs)2 si 2g azotat de
potasiu KNOs;. Amestecul se
mentine la t = 28-30 °C si se
alimenteaza in mod continuu cu o
solutie de zaharoza de 12%, in asa
fel ca pe ora sa fermenteze 10-12 g
zaharoza. La solutia de zahar cu
care se face alimentarea se adauga
de la inceput 10 ml NaOH 1N,
pentru mentinerea pH-ului in timpul
fermentatiei intre 4 si 5. In timpul
fermentatiei, prin mediu se sufla aer
intre 300-500 I/h pentru 200g drojdie
presata. Dupa doua ore si jumatate
procesul se intrerupe. Concentratia
in invertaza creste in urma acestui
tratament de cca. 12,5 ori.

b) 100g drojdie presatd (cu 25% s.u.)
se suspendd in 2l mediu nutritiv
care contine 4g fosfat de amoniu
primar si fosfat de potasiu primat si
1g azotat de magneziu si azotat de
potasiu. Amestecul se mentine la

28-29°C si la o usgoara
suprapresiune de 30mmHg. Se
alimenteaza in mod continuu cu o
solutie de 20% zaharoza in asga fel
ca pe orda sa fermenteze 5g
zaharoza. Dupad 24 de ore
concentratia de invertaza creste de
9,4 ori.

In Romania, la Universitatea “ Dunarea
de Jos “ Galati , cultivarea drojdiilor s-a
facut pe un mediu sintetic ce contine
NazHPQO, ‘7H20, KH2P04, MQSO4, CaCIg,
acid citric, citrat de sodiu, (NH4)2SOs,
extract de drojdie si zaharoza, in conditii
cunoscute de temperatura (30 °C) si timp
(24 de ore) pe agitator, cu sau fara
barbotare de aer steril gi corectare pH.

Pentru determindri, au fost testate
cateva tulpini de drojdie din colectia
Laboratorului de tehnologia berii de la
Universitatea "Dundrea de jos” din Galati,
din speciile Saccharomyces cerevisiae
(SC1, s8C2, sC3, SC4, SC5, sCe, SC7,
SC9, SC12, SC13, SC16, SC17, SCi8,
SC19) si Saccharomyces carlsbergersis
(SU15).

Activitatea invertazica a extractului de
drojdie a fost stabilitd pe o solutie de
zaharoza 10%, pentru doua regimuri de
hidroliz&: 60 minute la 30 °C si 15 minute
la 37 °C.

Pentru separarea enzimei din biomasa
de celule, colectivul de la LLA.AP.Galati
propune mai multe variante (figura 1).
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Mediu de cultura

Centrifugare

Biomasa de drojdie

¢

Plasmoliza
cu 3% NaCl

Proteoliza
2l/2h la 552C

Solubilizare invertaza
in hidromodul 1:20 cu
apa, 1 hla
temperatura camerei

Centrifugare

Extract invertazic

Varianta a

Plasmoliza Plasmoliza Triturare
cu 3% NaCl cu 3% NaCl cu nisip
(3g nisip: 3g biomasa: 2ml apa)
timo de 5 minute
Diluare Diluare cu apa in
plasmolizat raport 1:2, drojdie:
Autoliza Termostatare Diluare cu 10 mi apa
21/2h 30 min. la 37°C
Termostatare
Solubilizare invertaza 20 min. la 30°C
in hidromodui 1:20 cu
apa, 1hla
temperatura camerei
Y
Centrifugare Centrifugare Centrifugare

Extract invertazic

Varianta b

Extract invertazic Extract invertazic

Varianta ¢ Variantad

Fig. 1. Metode de solubilizare a invertazei.

in urma experientelor s-a stabilit c& la
cel mai slab rezultat a dus varianta (d),
care a implicat ftriturarea cu nisip a
biomasei de drojdie, obtinandu-se cel mai
slab randament de separare a enzimei din
celulele producatoare.

In literatura de specialitate  se
recomanda urmatorul procedeu de
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autolizé: la 1Kg drojdie imbogatita in
invertaza se adaugd 100 ml toluen si se
framanta bine timp de 2 ore.

Masa fluida astfel obtinuta se dilueaza
cu 1litru de apa si se neutralizeaza prin
addugarea inceatd a 60 ml solutie de
amoniac 2,5% pana la pH = 5,8.




Produsul in aceasta stare se mentine la
30 °C timp de 20 de ore. Dupé aceste timp
se aduce cu acid acetic diluat la pH = 4,8.
Se separa apoi din autolizat resturile de
celule prin centrifugare sau filtrare; se
obtine 1,5 litri de solutie care retine 80 —
90% din invertaza initiald prezentd in
biomasa de drojdie.
Precipitarea enzimei din autolizat se
poate face pe mai multe cai si anume:
= Un volum autolizat cu pH =4,7...4,8
se amesteca la temperatura de 0 °C
cu 1,25 — 1,5 volume alcool etilic. in
locul alcoolului etilic se pot folosi ca
agenti de precipitare si care duc la
inactivari mai mici, alcoolul
izopropilic sau izobutilic si eterii
solubili ai dioxanului. Precipitatul
care se obtine se wusuca la
temperatura scazuta.
=> Adsorbtia invertazei pe fosfat
tricalcic se face in momentul
precipitarii fosfatului prin addugare
de NaxHPO4 la autolizatul care
contine cantitatea echivalentd de
clorurd de calciu. Precipitatul se
spala cu apa pana la indepartarea
sarurilor §i apoi se wusucd la
temperatura scazutd, pudra obtinuta
fiind foarte activa. De mentionat ca
adsorbtia se poate face si pe
bentonita.
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=> 200ml autolizat se amesteca cu 300
ml solutie de hidroxid de strontiu
2%, pH final de 8,0.

Precipitatul format se separa si se
spald cu apd pana cand apa de spalare
curge limpede. Se agita apoi precipitatul cu
25 ml apa si se mai adauga 10 ml solutie
de fosfat de amoniu primar 25%, pH final
5.3. Dupa ce std mai multe ore, precipitatul
se centrifugheaza si se obtin 46 ml solutie
de enzima care retine 875 din activitatea
existenta in autolizatul initial.

= Invertaza se poate separa din

autolizat si prin precipitare cu acetat
de plumb. Precipitatul se separa
prin filtrare, iar excesul de plumb se
indepédrteaza prin adaugare de
oxalat de potasiu. Excesul de oxalat
se indeparteaza prin dializa. Din
dializat invertaza se separa prin
precipitare cu alcool.

Preparatele uscate de invertazd se
stabilizeazd pentru conservare  prin
adaugare de acid de potasiu, acid tartric si
acid citric. Ambalarea se face in flacoane
de sticld inchise etans, iar péastrarea se
face la rece.
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