METODE DE EVALUARE A CAPACITATII DE FERMENTARE A
DROJDIEI DE BERE

1. SCOPUL LUCRARII
Determinarea vitezei de reactie a descompunerii apei oxigenate sub influenta catalazei

continuta in drojdie.

2. PRINCIPII TEORETICE

Studiile cantitative asupra activitatii enzimatice au inceput dupa 1913, an in care
Michaelis si Menten au propus, ca mecanism de actiune a enzimelor asupra substratului,
formarea unui complex intre enzima si substrat, urmat de desfacerea acestuia In enzima si
produsi:

E+Se&==2ES—4>P+E

a. Activitatea enzimatica

Determinarile de activitate enzimatica se realizeaza, unecori, in conditiile in care
concentratia substratului este suficient de mare pentru ca viteza reactiei sa fie determinata
numai din cantitatea de enzima.

La concentratii mici de substrat (mai mici decat cele necesare pentru ca toatd enzima
sa fie transformatad in complexul ES), viteza unei reactii enzimatice depinde de concentratia
substratului. Relatia dintre viteza unei reactii enzimatice si concentratia substratului, pentru o

cantitate data de enzima, este data de ecuatia Michaelis-Menten:
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unde [E]o si [S]o sunt concentratiile inifiale ale enzimei, respectiv, substratului, Km este
constanta Michaelis reprezentata prin relatia constantelor (k;+ kv)/ka si este caracteristica
actiunii unei enzime date pe un anumit substrat (avand drept semnificatie fizicd concentratia
de substrat la care viteza de reactie este jumatate din viteza maximad), v, este viteza maxima

de formare a produsului, proportionald cu concentratia inifiald de enzima.

Prin rearanjarea expresiei (1) intr-o forma care poate fi analizata prin regresie liniara,
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Fig. 1 Graficul Lineweaver - Burk pentru studiul reactiilor catalizate enzimatic

b. Eficienta catalitica a enzimelor
Constanta catalitica a unei enzime, kcar, Sau numarul turnover, este numarul de

cicluri catalitice (turnover) realizate de centrul activ intr-un interval de timp dat, impartit la
durata intervalului. Aceastd marime este, In termenii mecanismului Michaelis - Menten,
numeric echivalenta cu ki, (constanta de vitezd pentru formarea produsului din complexul
enzima-substrat). Prin identificarea lui kcat cu kv (care rezulta din relatia 2) rezulta ca eficienta

catalitica, ¢, a unei enzime este raportul:

k
£= cat (4)

Contextul practic al lucrarii

Capacitatea enzimelor de a cataliza specific reactiile biochimice este o caracteristica
importanta pentru utilizarea acestora in industrie.

Una din cele mai vechi aplicatii ale enzimelor este obtinerea branzei. Acest proces are
la bazd coagularea laptelui, prin hidroliza cazeinei catalizatd de enzima numita renina sau

chimozina, care se giseste In cheag. In functie de tipul de branza care se doreste a fi obtinut se



mai pot folosi si alte enzime, cum ar fi lactaza, lipaza si catalaza. De asemenea, enzimele pot
fi folosite si in industria sucurilor (pectinaza, xilanaza si celulazd). Cel mai vechi proces
enzimatic cunoscut este fermentatia berii. In timpul acestui proces, pe parcursul procesului de
maltificare nivelul enzimatic al cerealelor este crescut, acestea fiind apoi eliberate pentru a
hidroliza amidonul in zaharuri solubile fermentescibile. Drojdiile metabolizeaza zaharurile
din cereale producand alcool si dioxid de carbon. O alta utilizare a enzimelor este in industria
panificatiei. In timpul procesului de fabricare a painii, drojdia de panificatie produce
fermentarea zaharurilor prezente in aluat cu degajare de dioxid de carbon necesar cresterii
painii. Procesul de fermentare incepe din momentul framantarii aluatului si continua pe
parcursul tuturor operatiilor tehnologice ulterioare, implicit in prima parte a coacerii. In
practica, prin fermentarea aluatului (in cuve, in vrac) se intelege procesul de maturizare al
aluatului.

Drojdia de panificatie reprezintd o biomasd de celule din specia Saccharomyces
cerevisiae (drojdie de fermentatie superioara - folosita si la fabricarea berii), biomasa formata
din celule vii capabile sa produca fermentarea zaharurilor din aluat cu formare de alcool etilic
(ce se evapora in cuptor in timpul coacerii) si dioxid de carbon (formeaza alveolele painii),
agentul de afanare al aluatului si alte produse secundare, cu rol in formarea painii.
Fermentatia alcoolica este produsa de drojdia de panificatie prin echipamentul sau enzimatic.
Sistemul enzimatic al drojdiei este de tip endocelular si nu difuzeaza in mediu ramanand in
interiorul celulei. El este format dintr-un complex de enzime (printre ele fiind si catalaza
avand rol In protectia celulei) si coenzime, care catalizeazd reactiile de esterificare ale
glucidelor, transferul de grupe fosforice, oxidoreduceri, izomerizari, decarboxilari.

Enzimele sunt alcdtuite din proteine produse de celulele vii. Acesti componenti
omniprezenti actioneaza in reactiile biochimice drept catalizatori biologici avand rolul de a
creste viteza de reactie. Substanta asupra careia enzimele 1si exercitd actiunea cataliticd se
numeste substrat (S) (reactantul). In reactiile catalizate enzimatic substratul se leaga
reversibil la o anumita pozitie din structura enzimei (E), denumitd centru activ, si conduce la
formarea de produsi de reactie. Structura centrilor activi este specificd reactiei pe care o
catalizeaza, datoritd secventei unice de aminoacizi din structura enzimei. Asemenea
catalizatorilor, enzimele in general nu se transforma in timpul reactiei, putand fi reciclate si
refolosite.

Activitatea unei enzime este masurata prin viteza reactiei pe care o catalizeazd. Viteza

reactiei se exprima prin cantitatea de substantd transformata in unitatea de timp.



PRINCIPIUL METODEI

Catalaza este o enzima importanta din drojdia de panificatie, a cérei activitate creste n
prezenta oxigenului (aerului). Principala functie a catalazei in celulele vii este aceea de a
preveni acumularea apei oxigenate care rezultd din procesele metabolice. Catalaza poate, de

asemenea, sa participe si la unele procese de oxidare care au loc in celule.
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Studiul cineticii de descompunere a H»O: sub actiunea cataliticd a catalazei se
realizeaza prin masurarea volumului de oxigen degajat la intervale de timp regulate. In

aceasta lucrare se va masura eficienta catalitica a catalazei in drojdia proaspata.

3. PARTE EXPERIMENTALA

3.1 APARATURA SI SUBSTANTE

- pahar Erlenmeyer, cilindru gradat, agitator magnetic, bara magnetica de agitare, cristalizor,
stativ, clema, dop de cauciuc cu doud gauri si un dop potrivit pentru una din gauri, furtun

flexibil, tuburi de sticla, seringd cu ac, apa distilata, apa oxigenatd 20%, drojdie proaspata.

3.2. MOD DE LUCRU

Se prepard o suspensie de drojdie de bere in apa distilatd intr-un pahar Erlenmayer in
care se introduce, in prealabil, o bara magnetica (pestisor). Amestecul contine m g drojdie, un
volum ¥ mL apa distilata, conform tabelului 1. Se monteaza instalatia (conform anexei) -
aspirarea apei in cilindru se face cu ajutorul trompei de apa. Se porneste agitarea. Se porneste

cronometrul concomitent cu adaosul a V, , mL solutie de H2O2 20% (p = 1.1 g/em?),

masurati cu seringa astfel incat volumul total al solutiei sa fie 50 mL. Volumul de O» degajat
se citeste (s1 se noteaza in tabelul de rezultate) pe gradatiile cilindrului din momentul
adaugarii H»O; la fiecare 30 de secunde pentru primele 2 probe si din 15 in 15 secunde la
urmatoarele 3 probe, timp de zece minute sau pand la atingerea volumului maxim al

cilindrului de 500 de mL.



Fig. 1. Schema instalatiei experimentale

1. Stativ 5. Pahar Erlenmeyer

2. Clema 6. Bucata de sarma (dop pentru orificiul de injectare)
3. Cilindru gradat intors umplut cu apa 7. Bara magnetica (pestisor)

4. Cristalizor cu apa 8. Agitator magnetic

1.1. Probe pentru evaluarea activitatii catalitice a drojdiei proaspete

Nr. crt mdmjdiei% Vapi distilati, ML Viso, » mL
(proaspata) “

DP 1 0,5 47 3

DP 2 0,5 45 5

DP 3 0,5 43 7

DP 4 0,5 41 9

DP 5 0,5 39 11

4. PRELUCRAREA DATELOR EXPERIMENTALE

4.1. Volumele masurate se noteaza intr-un tabel de forma:

VO VO . VO VO VO
Timp, : : Timp, : : :
min pentru pentru min pentru pentru pentru
Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4 Proba 5
0 0
0,5 0,25
10 5




4.2. Se reprezinta grafic variatia volumului de gaz din cilindru (7, ) in functie de timp, pentru

fiecare proba si se determina vitezele de reactie pentru sistemele studiate (tabel). Viteza de
reactie este egald cu panta dreptei de liniarizare pe portiunea initiald (pe intervalul de timp 0-5
minute);
4.3. Se calculeaza concentratia initiald a apei oxigenate (substratul) pentru fiecare proba;
4.4. Se reprezinta vitezele de reactie in functie de concentratia de substrat, w = f{(c), din panta
portiunii initiale, liniare;
4.5. Se reprezinta graficul Lineweaver-Burk, 1/w = f(1/c);
4.6. Se determina constanta Michaelis-Menten, Ky, viteza maxima, vmax, $i1 eficienta catalitica
a enzimei din drojdia proaspata din parametrii dreptei Lineweaver-Burk.

Se cunosc concentratia enzimei in drojdie este de ~1% si masa molard a enzimei

~60000g/mol.

5. INTREBARI
5.1. Cum influenteaza concentratia de substrat din mediul de reactie, viteza enzimatica?

5.2. Cum variaza viteza reactiei enzimatice studiate in timp? De ce?



