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Determinarea conpinutului de vitamine hidrosolubile °i a capacitéapii
antioxidante a unor extracte de drojdii cu potenpial probiotic
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Yeast strains selected from dairies and identified like Issatchenkia orientalis, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus and Trichosporon beigelii species were analyzed intra- and extra-cellular for
hydrosoluble vitamins content and anti-scavenger effect. The methods used were high performance liquid
chromatography-reverse phase, for simultaneously determination of vitamins C, B1, B2, B3, B6 and B12,
and electrochemical and spectrometric analysis for antioxidant activity. The content of vitamins (especially
ascorbic acid) and anti-scavenger effect of yeast extracts recommend them as potential probiotic products.
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In ultimii ani termenul de probiotic se folose®te pentru
a defini “microorganisme vii care administrate in doze
adecvate imbunatapesc starea de sanatate a gazdei” [1].
In grupul produselor probiotice sunt incluse pe langa
bacterii lactice °i drojdii ° o serie de enzime
(lactoperoxidaza, gluconaza etc.). Un loc aparte in aceastd
categorie il ocup@ genurile de drojdii intalnite in produsele
lactate ce pot fi folosite T astfel de preparate probiotice
(Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis,
Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae,
Issatchenkia orientalis etc.).

S-a constatat ca drojdiile prezintd unele avantaje faha
de bacteriiin utilizarea lor ca microorganisme recombinate
cu rol de probiotic: sunt u®or de cultivat, sunt primele
eucariote cu genom complet secvenpiat (Saccharomyces
cerevisiae), in celula de drojdie pot avea loc modificari
necesare pentru expresia unor proteine (ex: proteoliza,
glicozilare), nu sunt sensibile la antibioticele cele mai
frecvent utilizate (ex: penicilina), prezinta “in vitro” o rata
mai mare de supraviepuire in stomac ©i intestinul subfire
[2].
Eficacitatea acpiunii probioticelor poate fi potenpata prin
selectarea de noi tulpini microbiene, testarea potenpialului
lor biotehnologic, manipularea genetica in sensul potenparii
caracterelor utile, precum ° combinarea a cat mai multor
tulpini [3].

Datorita rolului important in nutripie °i instabilitapii
relative a vitaminelor [4], analiza calitativa °i cantitativa
este un obiectiv important pentru producétorii °i
procesatorii de alimente. Cromatografia de lichide de inaltad
performanpa (HPLC) este tehnica analitica preferaté pentru
determinarea vitaminelor rezolvand multe dintre probleme
analitice complexe ce apar la analiza unor probe reale [5,6]
%j se poate aplica dupa extracpia analihilor pinta in fazé solida
(SPE) [7].

pinand seama ca drojdiile biosintetizeaza un complex
de vitamine (concentrapii diferite in vitaminele C, B2, B3,
B6, B12) este utild °i evaluarea proprietapilor de tip “radical
—scavenger” ale acestor produse. Pentru evaluarea acestor
proprietapi sunt posibile mai multe variante insa doud
metode, ambele bazate pe determinarea indirectd a
potenpialei capacitapi de eliminare a radicalilor liberi,
conduc la rezultate exprimate in raport cu capacitatea
antiradicalicd manifestatd de un compus de referinpd,
Trolox-ul, faha de acela®i tip de radicali liberi. Experimental

* email: dida@dbio.ro; Tel.: (+40) 021 223 90 70
REV. CHIM. (Bucure®ti) ¢ 58 ¢ Nr.12 ¢ 2007

au fost utilizapi doi radicali liberi, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) care este un radical liber cu viapa lungd, °i
ABTS™, radical cation format in urma reacpiei ABTS [2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt] cu persulfatul de potasiu [8,9].

Partea experimentald

Tohi reactivii utilizapi au fost de puritate analiticd sau
pentru uz cromatografic; vitamina B1(Sigma), vitamina
B2 (Merck), vitamina B3 (Sigma), vitamina B6 (Sigma),
vitamina B12 (Merck), acid folic (Sigma), vitamina C
(Sigma), DPPH (Sigma), ABTS (Sigma), persulfat de potasiu
(MerKk), clorurd de potasiu (Sigma) ©i topi ceilalpi reactivi,
metanolul (Ridel-de Haen, CHROMASOLY), acid acetic
(Fluka), acidul heptansulfonic (Sigma), acidul clorhidric,
HCI (Merck), acetona i toluen,. Apa distilaté a fost obpinuta
utilizand un sistem de purificare a apei, Elix 3 (Millipore).

Solupiile stoc au avut concentrapiile de 3 mmol L*
vitamina B1, 2,6 mmol L* vitamina B2, 0,13 mmol L*
vitamina B3, 4,8 mmol L* vitamina B6, 0,74 mmol L*
vitamina B12, 2,2 mmol L*, acid folic, 5 mmol L* vitamina
C ©i au fost stocate intre experimente la intuneric, la
temperaturd redusa (+ 4°C).

Tulpini de drojdii utilizate, condipii de cultivare °i de
pregatire a probelor

Au fost luate in studiu cinci tulpini de drojdii izolate si
purificate anterior din produse lactate (branza, ca®, lapte)
provenite din diverse zone geografice ale parii. Tulpinile au
fost denumite convenpional BC, LC, BFRi, CS, °i LF. Studiile
anterioare au sugerat apartenenpa lor la speciile
Issatchenkia orientalis, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus °i Trichosporon beigelii
putandu-se realiza o incadrare taxonomica preliminara a
tulpinilor [10].

Tulpinile de drojdii au fost cultivate timp de 18 hTn 20
mL mediu YPG lichid (1% peptond, 1% extract de drojdii,
2% glucoza), la 28°C, cu agitare 150 rpm. Dupa
centrifugarea culturilor de drojdii (15 min la 10000 rpm)
supernatantul a fost transferat in recipiente sterile °i a fost
pastrat la +4°C.

Sedimentul obpinut Tn urma centrifugarii a fost
resuspendat in 1 mL de amestec de Tris 25 mmol L*; EDTA
10 mmol L?; glucoza 50 mmol L*, pH=8,0 cu liticazd
(Sigma) in concentrapie finald 1mg/mL ©i incubat 3 ore la
37°C pentru obpinerea hidrolizatului celular.
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Determinarea concentraiei viatminelor a fost realizata
atat in supernatante (vitamine eliberate extracelular in
timpul dezvoltarii) cat i in hidrolizatele celulare (vitamine
intracelulare).

Extracpia n fazd solidd@ (SPE) a fost realizata cu cartu®e
C18 (300 mg) [7]. Cartu®ele au fost activate cu metanol ©i
apoi echilibrate cu apa acidifiatd cu HCI 0,05 mol L* (pH
4,2), dupd care s-a aplicat proba (0,25 mL). Spélarea s-a
facut cu apa acidifiatd pentru indepartarea altor
componente din extract, iar extracpia vitaminelor s-a
realizat cu metanol (0,25 mL). Probele astfel purificate au
fost analizate imediat prin cromatografie in strat subpire
(TLC) °i cromatografie de lichide (HPLC).

TLC s-arealizat pe placi Alugram SIL G/UV,,, (Macherey-
Nagel), sistemul de elupie fiind acetond/metanol/toluen
(1:2:8) cu vizualizare UV la 254 nm [11].

Determindrile de cromatografie au fost realizate
utilizdnd un sistem HPLC Jasco cu urmdtoarele
componente: pompa Jasco PU-1580 Intelligent HPLC
Pump, coloand Kromasil/100-5 C.. (5 um, 250 mm x 4,6
mm), degasor Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser, sistem
de gradient Jasco LG-1580-02 Ternary Gradient Unit,
detector Jasco UV-1575 Intelligent UV/Vis Detector,
software Borwin, la temperatura camerei. Faza mobil& a
fost filtratd printr-o membrand TEKNOKROMA PTFE
0,22 um ©i sonicatd cu ajutorul unei bai de ultrasunete
TRANSSONIC 460/H pentru eliminarea aerului dizolvat in
solupie. Probele Tnainte de injectare au fost filtrate prin
celule de ultrafiltrare Millex Syringe Driven Filter Unit, 0,22
pum (Millipore).

Probele au fost analizate imediat dupa SPE prin HPLC,
pornind de la un procedeu anterior ce folose®te in faza
mobila agenpi ion-pairing [12]. Cate 20 uL de proba au fost
injectapi in sistemul HPLC cu detector UV-Vis fixat la 270
nm. Faza mobild a constat din componenta A: 5 mmol L?
acid heptansulfonic in metanol °i componenta B: 1% acid
acetic, intr-un raport de 30:70. Debitul fazei mobile, dupa
optimizare, a fost de 1 mL/min. Metoda permite separarea
9 cuantificarea simultana a vitaminelor B1, B2, B3, B6, B12,
C % a acidului folic.

Activitate antioxidant&

Metodele utilizate au fost:

- determinarea spectrometricd a scaderii maximului de
absorbpie de la 734 nm a radicalului cationic ABTS™* in
prezenpa compuCilor cu presupus efect de eliminare de
radicali liberi [8].

- determinarea electrochimica a scéderii peak-ului
anodic al DPPH de la 740 = mV vs Ag/AgCl in prezenpa
compuCilor cu presupus efect de eliminare de radicali liberi
[9].

Determindrile electrochimice au fost realizate pe un
sistem Model 273 A (EG&G, Princeton Applied Research),
utilizand o celula electrochimica cu trei electrozi (electrod
de lucru electrodul de carbune sticlos, electrodul de
referinpd Ag/AgCl, contraelectrodul fir de Pt).

Determinarile spectrometrice au fost realizate utilizand
un spectrometru Jasco V 530.

Rezultatele au fost calculate utilizand relapia (1):

S proba =S,
TEAC 4 = C gy Xf —2220_martor
orove ol f S'I'rolox -S proba (1)
unde
este concentrapia Trolox-ului in celula de masura,
f "Fctorul de dilupie,
Sprpa - SEMNalul analitic méasurat pentru proba,
S0 SEMnalul analitic masurat pentru Trolox,

S - semnalul analitic masurat utilizand volumul
echlvalfent de solvent.

Rezultate ©i discupii

Experimentele efectuate au condus la stabilirea unei
metode de determinare simultand prin HPLC in regim
izocratic, fazd inversa cu detecpie UV a vitaminei C °i a 6

V|tam|ne B, cu urmatorii timpi de retenpie t, . é_ 2,7min.,
—38m|n,tw =52min, t, e =8 min, t
= @Bé min., t. . o - ile min. ©i respec%lf\(}'ct = 35 1in,

Metoda este 5|mpla permite separarea °i ofetermmarea
cu o rezolupie bund in cca 30 min (fig. 1) a compu®©ilor de
interes. Au fost stabilite caracteristicile de performanpd ale
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Fig. 1. Cromatogramele
nregistrate pentru amestecul de
vitamine standard (A), proba R-

BC hidrolizat (B) si respectiv
proba R-LF supernatant (C)
(coloana Kromasil C18, 5 um,
25mm . 0,46 mm, debit
Bl de 1 mL/min)
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Tabelul 1

CARACTERISTICILE DE PERFORMANPA ALE METODEI CROMATOGRAFICE HPLC ELABORATA 2| OPTIMIZATA PENTRU

ANALIZA VITAMINELOR HIDROSOLUBILE DIN EXTRACTELE DE DROJDII

Domeniul de
Compus Ecuatia curbei de etalonare R :};Sl::'lll::ltlell: IJnll)ol LY :Jn(:(l))l LY
(mol L)
VitaminaC ~ A=2E+09xCmolL'-1E+06  0,9957 7x10°-2,8x10°  5,02x10* 5x10™
Vitamina B~ A=4E+09xCmolL"'-24434  0,9994 4,8x10°-6,8x10* 6,7x10®  6,3x10°
VitaminaB, ~ A=5E+10xCmolL"'-91135  0,9952 2,6x10°-3,7x10° 1,83x10°  1,82x10°
Vitamina B;, A =1E+10xCmolL'-17792  0,9989 7,4x10°-1x10*  2,6x10°  2x10°
VitaminaB;  A=3E+09x CmolL'-7749,9  0,9993 8,1x10°-1,1x10> 7x10° 3,910

metodei, rezultatele obpinute fiind prezentate in tabelul 1.
Pentru trasarea curbelor de calibrare masurérile au fost
realizate in triplicat ©i folosirea a 7 concentrapii. Limita de
detecpie (LoD) a fost calculatd ca 3 . S/Z, iar limita de
determinare (LD) ca fiind 10 . S/Z. Se observa ca se obpine
o limitd de detecpie de ordinul micromolar. Analiza
calitativd s-a realizat prin compararea timpilor de retenpie
a peak-ului caracteristic fiecdrui standard cu timpii de
retenpie atribuibili compu®ilor de interes din probe.

Cromatogramele obpinute pentru probele analizate au
indicat prezenpa in toate tulpinile in special a vitaminei C,
cantitapi mai mici, dar nu neglijabile, de vitamina B2, B3 ©i
B6. Vitamina B12 s-a identificat intr-o singurd tulpind, R-
BC, iar vitamina B1 nu a fost detectatd in nici una din probe.
Vitamina C s-a putut evidenpia i prin TLC, dar celelalte
vitamine B nu s-au evidenpiat Tn probe datorita
concentrapiei scdzute (fig. 2).

St R-LC Ri B
Fig.2 Cromatograma (TLC) a probei R-LC (supernatant) ©i Ri
(hidrolizat) obpinuté pe placi SIL G-25 UV254 ©i vizualizare cu lampa
UV la 254 nm

Conpinutul de vitamine hidrosolubile este diferit in
probele analizate. S-a evidenpiat o cantitate destul de mare
de vitamina C (intre 2,7+ 0,06 . 10® mol L*°i 11,620,011 .
10* mol L™) °i cantltab i variabile de vitamina B6, B3 °i B2
(tabelul 2). In general, conpinutul intracelular de vitamine
este mai mare decat in mediul de culturd. Eficienpa
diferitelor tulpini de drojdii de a biosintetiza vitamine se
incadreaza in limite aseméanatoare, doar tulpina R-BF
prezintd un conpinut mai redus de vitamine, iar tulpina Ri
prezintd cel mai ridicat nivel de acid ascorbic, dar
intracelular nu s-au detectat °i alte vitamine din complexul
B.

REV. CHIM. (Bucure®ti) ¢ 58 ¢ Nr. 12 ¢ 2007

Conpinutul ridicat de vitamina C din probe a permis ©i
evaluarea capacitdpii antioxidante a extractelor respective,
cunoscand faptul cd tulpinile obi®nuite de drojdii
biosintetizeaz& acid eritroascorbic in loc de acid ascorbic
[13].

Au fost utilizate cele doud tipuri de radicali liberi
deoarece metoda utilizand DPPH prezinta o caracteristica
de selectivitate fapa de cea care cuantifica efectul de tip

“radical -scavenger” in raport cu ABTS radical cation.
Selectivitatea DPPH se manifestd prin reactivitatea
deosebita fapd de polifenolii cu nuclee condensate, in
sensul cé reacpioneazd numai cu polifenoli care prezintd
0 delocalizare maxima a electronilor i care prezinta cel
pupin o grupare OH fenolica grefatd, pe cand reacpia de
stingere aradicalului liber ABTS* este daté de topi compuCii
prezumtiv antioxidanpi.

Acest fenomen de selectivitate este evident in cazul
probelor de supernatant R-CS, R-LC ©i Ri. Pentru aceste
probe conpinutul de vitamina C este relativ acela®i (cca 3
.10 # mol L), pe cand conpinutul in riboflavind si de
piridoxind sunt diferite. Aceasta face ca activitatea
antioxidanta exprimat& in echivalent Trolox in raport cu
radicalul liber DPPH sa fie mai mare pentru proba R-CS
(TEAC = 5,844 umol echivalent Trolox) care are un
conp mut PHe riboflavina maxim, in raport cu probele R-LC
(TEACpobaRL 3,621 pmol echivalent Trolox) °i Ri
(TEAC % 652 umol echivalent Trolox). In cazul in care
activithiea este exprimata fapd de radicalul liber ABTS*
eficienpa de “radical scavenger” maxima este manifestata
tot de proba R-CS, (TEAC = 73,896 umol echivalent
Trolox) fahd de probele RCE (QQF EACprobaR L= 9,5695 pmol
echivalent Trolox) si Ri (TEAC .. = 23, 2116 umol
echivalent Trolox) care are un conblnut total de vitamine
maxim. Nu trebuie omis faptul ca activitatea antiradicalica
nu este 0 marime aditivd, ca urmare se poate spune ca
activitatea maxima este inregistratd pentru produsul care
poate prezenta delocalizarea electronicd maxima °i nu
neaparat pentru cel care are un conpinut total de vitamine
ridicat.

In cazul probelor hidrolizate (intracelular) conpinutul
maxim de vitamina C din proba Ri conduce la o activitate
(TEAC vari—L/,9363 mmol echivalent Trolox), probele cu
relatiV Beelaci conpinut de vitamina C °i conpinuturi
asemandtoare de riboflavind °i piridoxind manifestand

aceea®i eficacitate antiradicalica (ex. TEAC =13,2298
pmol echivalent Trolox; TEACprobaR_LC 1§F§648 pmol
echivalent Trolox).
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Tabelul 2

CONPINUTUL DE VITAMINE HIDROSOLUBILE IN SUPERNATANT (EXTRACELULAR) ©| HIDROLIZATELE (INTRACELULAR)

TULPINILOR DE DROJDII ANALIZATE DETERMINAT PRIN HPLC (VALOARE MEDIE = DEVIAPIA STANDARD)

Vit C Vit B, Vit B; Vit B Vit B>

Proba (tulpina) (Valoarea (Valoarea (Valoarea (Valoarea (Valoarea
medie £ SD,  medie + SD, medie+ SD, medie+SD, medie+ SD,
10°mol L) 10molL")  10®mol L") 10*molL")  10%mol L")

R-BC supernatant 2,9 +0,89 0 7,1£0,2 0,88+0,063 2.9+0,21

R-BC celular 7,540,025 ‘3,3i0,26 1,7+0,11 5,3+0,2 3,340,447

R-LF supernatant 2,8+0,024 3+0,2 117£27.,9 5,4+0,18 0

R-LF celular 5,4+0,041 2,2+0,31 33+2,61 2,8+0,19 0

RC supernatant 2,7+ 0,06 2,9+0,03 58+0,4 4,3+0,58 0

RC celular 5,9+0,042 0 32+1,1 4,9+0,11 0

R-CS supernatant 3,1+0,005 6,8+0,78 10+0,88 1,1+£0,015 0

R-CS celular 8,7+0,03 7,1+0,89 0 1,3+0,18 0

R-LC supernatant 2,9+0,013 0 4,8+0,14 0,82+0,006 0

R-LC celular 7,7+0,036 2,8+0,13 5,5+0,2 6,5+0,32 0

R-BF supernatant 3+0,013 0 6,8+0,85 0 0

R-BF celular 5,5+0,007 0 6,1+0,1 0 0

Ri supernatant 3+0,009 2,2+0,08 5,6+0,18 1,6+0,08 0

Ri celular 11,6+0,011 0 0 0 0

Concluzii

Studiul efectuat a permis caracterizarea unor extracte
de tulpini de drojdii prin identificarea °i determinarea
conpinutului in vitamine hidrosolubile (C, B2, B3, B6, B12)
in vederea folosirii lor in scop probiotic. Prezenpa in cantitapi
relativ ridicate a acidului ascorbic, un antioxidant
recunoscut, in probele analizate explicd capacitatea
antioxidanta a respectivelor extracte. S-a evidenpiat ca toate
probele analizate prezintd activitate anti-radicalica, un efect
ce amplificd calitapile generale ale extractelor analizate ©i
implicit a tulpinilor de drojdii selecpionate. Metoda
cromatograficd HPLC adaptatd °i optimizata a permis
determinarea vitaminelor hidrosolubile la sensibilitéi de
micromolar. Utilizarea SPE a condus la imbunatépirea
performanpelor analitice ale metodei cromatografice.

Mulpumiri: Cercetdrile au fost desfaCurate in cadrul proiectului CEEX-
Biotech 9/2005. Mulpumim d-nei dr. Simona Lipescu pentru asistenpa la
interpretarea activitdii antioxidante.
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