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PREPARATION AND CHARACTERISTICS
OF f-GLUCAN CONCENTRATE FROM BREWER'S YEAST
AS THE ADDITIVE SUBSTANCE IN FOODS

Maria Kovacova, Ladislav Dodok, Livia Zofajovd, Lubomir Mikus§

ABSTRACT

The brewer's yeast was used for preparation of concentrate with content of B-glucan. Hot water extraction (100°C, 5 hours)
and subsequently an alkaline extraction of sediment using 1 M NaOH at 90°C for 1 hour were used. f-glucan concentrate
containing 59,15 % of B-glucan had good functional properties (water binding capacity 13,34 g water/l1 g concentrate, fat
binding capacity 6,86 g fat/l g concentrate) and indicated biological action too. At concentration of 2 mg.ml'1 DMSO
(dimethylsulfoxid) was viability of murine L1210 leukemic cells reduced to 76.15 %. When observing the antioxidant
activity it was identified, that the lipid peroxidation in linoleic acid samples was decreased during the presence of f-glucan
concentrate. These results and good sensory properties like a bright colour and the pleasant taste and smell indicate, that
prepared -glucan concentrate has a potential to be used to improve the health — beneficial substances in the foods.
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Glukany alebo p-glukdny si pomenovanim pre
polysacharidy, ktorych jednotky glukézy su viazané
v polohach B-(1—3) glykozidovou vazbou (Freimund et
al,, 2003). Zdrojmi p-glukdnov st niektoré baktérie,
vlaknité huby, kvasinky, riasy avysSie rastliny,
predovsetkym obilniny (ovos, ja¢men). Kym v obilninach
s zakladné jednotky glukdzy v retazcoch B-glukanov
viazané  okrem  B-(1—3) vézieb aj vidzbami
B-(1—4) (Velisek, 1999), v mikroorganizmoch je Struktira
B-glukanov tvorena linedarnym centralnym retazcom
z jednotiek D-glukozy pospéjanych v polohe
B-(1—=3) amensich retazcov, ktoré sa vrdznych
intervaloch vetvia na hlavny linedrny retazec v poziciach
B-(1—6) (Mantovani et al., 2008). Jednym z délezitych
zdrojov  B-glukdnov st bunkové steny kvasiniek
Saccharomyces  cerevisiae, najma v  pekarskych
a pivovarskych kvasniciach. B-glukany bunkovych stien
pivovarskych kvasiniek sa skladaju z f-(1—3) a B-(1—=6)
viazanych molekal glukézy. Hlavnou Strukturalnou
stcastou steny kvasiniek su B-(1—3) glukany, ktoré tvoria
30-45 % hmotnosti bunkovej steny, zatial ¢o obsah
B-(1—6) glukanov je relativne maly (5-10 %), ale vel'mi
dolezity (Soares & Soares, 2011). Kvasinkové B-glukany
st vo vode nerozpustné (Santipanichwong &
Suphantharika, 2009). Rozpustné moézu byt po
chemickej oxidacii (Giavasis & Biliaderis, 2007). Ako
volne zijuci organizmus Saccharomyces cerevisiae
syntetizuje (1—3)-B-D-glukdny so stupfiom vetvenia
0,2, kym geneticky modifikované druhy zname ako
Betafectin, produkujii (1—3)-B-D-glukany so stupiom
vetvenia 0,5 (Giavasis & Biliaderis, 2007).

B-glukany kvasiniek pritahujii Coraz vacsiu pozornost
faremaceutického aj potravinarskeho priemyslu pre
priaznivé ucinky na zdravie ludi. Vyskumy pripisuja
B-glukanom  ziskanym  z kvasiniek ~ mnohostranni
biologicku aktivitu. Kvasinkové B-glukany zlepSuju profil
krvnych apecenovych lipidov, maju imunostimula¢né
vlastnosti, vykazuju prebioticki u¢innost a antioxidac¢nu
aktivitu (Piotrowska et al, 2009). Prejavuju sa
antiparazitickymi,  antibakteridlnymi, antifungalnymi,
protizapalovymi, protinadorovymi a hepatoprotektivnymi
ucinkami, maji  vplyv na znizenie cholesterolu
a antidiabetické a hypoglykemické ucinky (Satrapai &
Suphatharika, 2007; Mantovani et al, 2008).
B-glukanoy boli opisané ako modulatory humoralnej aj
bunkovej imunity. Ich u¢inky na stimulaciu imunitného
systtmu sa prejavuju pozitivne proti najroznejSim
baktériam, virusom, plesniam a parazitom.
B-(1—=3)- (1—6) glukany aktivuju biele krvinky, ako st
makrofagy, granulocyity amonocyty, zodpovedné za
obranu voci infekciam (Andrews et al., 2011).

Mechanizmus u¢inku B-glukanov nie je iplne objasneny,
ale stadie in vitro a in vivo dokazuju, ze ich G¢inok suvisi
so Strukturou molekuly, ktora zavisi od molekulovej
hmotnosti, stupfla vetvenia, pritomnosti sprievodnych
latok a konformaénych vlastnosti (Freimund et al., 2003,
Mantovani et al., 2008).

Pridavok B-glukanov do potravin zvySuje nielen ich
biologicki hodnotu, ddlezitu pre zdravie, ale zaroven
sposobuje zmeny vich senzorickych a fyzikalno-
chemickych vlastnostiach, ktoré su klucové pri
rozhodovani spotrebitela o kuape potravin. B-glukany
z pivovarskych kvasnic mézu byt vyuzité v roznych
potravinach ako zahustovadlo, hydrokoloid, prisada
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viazuca tuk ¢i stabilizator emulzii (Ferreira et al., 2010;
Worrasinchai et al.,, 2006). Z dovodu spotrebitel'skej
akceptovatelnosti je velmi dolezité, aby potraviny
s pridavkom B-glukdnov mali podobné alebo lepsie
senzorické ukazovatele, ako potraviny bez ich pridavku
(Piotrowska et al., 2009).

Cielom naSej prace bolo pripravit a charakterizovat
B-glukanovy koncentrat z pivovarskych kvasnic, urceny

na obohatenie potravin o zdraviu prospesné latky
s biologickymi  G¢inkami na ludsky organizmus.
Pozornost  bola  venovana  tiez  funkénym a
organoleptickym vlastnostiam B-glukanového
koncentratu.

MATERIAL A METODY

Pouzity material. Na pripravu  p-glukédnového

koncentratu sme pouzili komerény pripravok susené
pivovarské kvasnice, krajina povodu Ceska republika.

Stanovenie p-glukanu. Mnozstvo B-glukdnu sme
stanovili enzymovou metédou pomocou komeréného kitu
,Mushroom and yeast B-glucan® (Megazyme, Irsko).
Obsah B-glukédnu sme vypocitali ako rozdiel stanoveného
celkového glukanu a stanoveného a-glukanu podla vzorca:
B-glukdn (% w/w) = [(Celkovy glukan + oligoméry)
(% w/w)] - [(a-glukén + oligoméry) (% w/w)]. Na analyzu
sme navazili 100 mg vzorky.

Priprava p-glukanového koncentratu zo susSenych
pivovarskych kvasnic. Pri priprave zakladného produktu
z pivovarskych suSenych kvasnic sme postupovali
kombinaciou  viacerych prac (Jaehrig et al.,, 2008;
Zechner-Krpan et al., 2010) smalymi obmenami.
Vysterilizovani suspenziu pivovarskych kvasnic sme
inkubovali na vodnom kupeli 5 h pri 100°C, odstredili,
nerozpustny podiel sme premyli destilovanou vodou
a znovu odstredili, ¢im sme ziskali zakladny Produkt 1.
Tento sme podrobili alkalickej extrakcii (Suphantharika
et al., 20003). Po premyti sedimentu destilovanou vodou a
po jeho opracovani ultrazvukom a premyti etanolom sme
ziskali po vysuSeni vysledny B-glukanovy koncentrat.

Stanovenie viznosti vody B-glukanového koncentritu.
Viaznost vody sme stanovili podla literatiry (Ahmad et
al., 2010). Viznost’ vody sme uréili ako hmotnost’ vody
zadrzanej 1 g koncentratu za podmienok metody.

Stanovenie  viznosti  tuku B-glukanového
koncentratu. Postupovali sme podla metéody uvedenej
v literatire ~ (Pedroche et al., 2004) smalymi
modifikaciami. Véznost' tuku sme vyjadrili ako hmotnost
tuku zadrzaného 1 g koncentratu za podmienok metddy.

Stanovenie antioxidacnej aktivity p-glukanového
koncentratu. Antioxidacnii aktivitu sme stanovili na
modelovom systéme kyseliny linolovej meranim mnozstva
konjugovanych diénov spektrofotometricky v UV oblasti
pri A = 234 nm (Azizah et al., 1999). Na analyzu sme
pouzili zakladny roztok B-glukanu s koncentraciou
10 mg/1 ml DMSO (dimetylsulfoxid).

Stanovenie viability buniek MTT testom. Uginok
B-glukanového koncentratu na mySaciu leukemickd
bunkova liniu (bunky L1210) sme testovali podla
(Carmichael et al, 1987). Podstatou testu je schopnost’
mitochondridlnych dehydrogendz redukovat’ rozpustnu
tetrazoliova sol’ 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT) zltej farby na

formazanové krystaly modrej farby. Viabilita buniek (%)
sa vypocitala ako pomer absorbancie vzorky a absorbancie
kontrolnej vzorky vynasobeny ¢islom 100.

Senzoricka analyza p-glukidnového koncentritu.
Hodnotitelia ~ hodnotili ~ farbu avoénu  praskového
koncentratu achut suspenzie koncentratu (100 mg
koncentratu/50 ml destilovanej vody). Intenzitu vnemu
chuti a voni zaznamenavali na 10 cm usecke, kde zaciatok
usecky predstavoval 0 % a koniec 100 %. Pri hodnoteni
farby zaciatok usecky predstavoval bielu a koniec Usecky
kakaovii farbu. Hodnotitelia posudzovali 4 vone
(kvasnicova, bylinnd, pivova, neutrdlna), 9 chutovych
kvalit (sladka, sland, kysla, horka, kvasnicova, bylinna,
pivova, neSpecifikovand, neutralna) a prijemnost vone
a celkovej chuti koncentratu (prijemna, neprijemna).

VYSLEDKY A DISKUSIA
1. Priprava a vytaZok B-glukinového Kkoncentratu

Postup pripravy B-glukanového
schéma na Obrazku 1.

koncentratu zobrazuje

Zhomogenizované susené pivovarské kvasnice
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Sterilizacia v autoklave (13\L:87 (w/v),pH 7, 121°C, 15
min.)
!
Extrakcia horticou vodou (100°C, 5 h)

Pridavok destilovane;j vod)\/L (72,5 m1/100 g suspenzie)
Odstredenie (1700 ;Lnin'l, 4°C, 15 min.)
3-nasobné premytie sedir\rtlentu destilovanou vodou
Z{lkladn)"lProdukt 1
Extrakcia s 1 M NaOH{ (1:5 (w/v), 90°C, 1 h)
Odstredenie (1700 ;Lnin'l, 4°C, 15 min.)
2-nasobné premytie sedir\rtlentu destilovanou vodou
Pdsobenie ultrazvulju (1:4 w/v, 15 min.)
Odstredenie (1700 ;Lnin'l, 4°C, 15 min.)

Susenie sedimentu (te\i)lota miestnosti, 16 h)
Homogenizécii v trecej miske
Prernytieletanolom
[i-glukzinovy\L koncentrat
Obrazok 1 Postup pripravy p-glukanového koncentratu

z pivovarskych kvasnic
No. 1/2013



potravinarstvo

Extrakciou horticou vodou sa z pivovarskych kvasnic
odstranili vo vode rozpustné sprievodné latky. Vytazok
mokrého Produktu 1 s obsahom 17,98 % susiny bol
232,17 % na navazok pivovarskych kvasnic. Po extrakcii
Produktu 1 shydroxidom sodnym podla schémy na
Obrazku 1 sme ziskali ako sediment po odstredeni mokry
B-glukanovy koncentrat svytazkom 1496,93 mg.17'g"
pivovarskych kvasnic resp. 644,77 mg.1"g" mokrého
Produktu 1. Po vysuseni B-glukanového koncentratu tieto
vytazky predstavovali 68,72 mg.1"'g" pivovarskych
kvasnic resp. 29,60 mg.1"g" mokrého Produktu 1.
Pritomnost’ B-glukdnu v pripravenom koncentrate sme
dokazali IC spektrometriou na zaklade absorpénych
maxim v oblasti 1076 cm™ (pritomnost glukopyranézy)
a 898 cm™ (pritomnost’ B-glykozidovej vizby) (Ahmad et
al., 2010).

2. Obsah B-glukanu, funkéné vlastnosti a biologicka
aktivita f-glukdnového koncentriatu

Obsahy celkového glukanu a a-glukanu stanovené

enzymovou metdédou pomocou komeréného kitu, ktoré su

potrebné k vypoctu obsahu B-glukanu, s uvedené

v Tabulke 1.

Tabulka 1 Obsah celkového glukanu, o-glukanu
a B-glukanu v pivovarskych kvasniciach a B-glukdnovom
koncentréte

Vzorka Celkovy a-glukan™ B-

glukan” (% w/w) glukan™
(% w/w) (% w/w)

Pivovarské | 22,32 +0,20 | 13,96 +0,42 8,36

kvasnice

B-glukanovy | 68,75 £1,77 9,6 £0,37 59,15

koncentrat

" 7 priemernd hodnota zo 4 stanoveni +smerodajna

gdch}’/lka

" rozdiel priemernych hodnot

Spracovanim kvasnic s alkalickym ¢inidlom, ktoré
sposobi hydrolyzu a rozpustenie bunkovych proteinov,
nukleovych kyselin, mananov a polarnych lipidov, sa
obsah B-glukdnu v B-glukdnovom koncentrate vyrazne

zvy§il  vporovnani s  vychodiskovou  surovinou
(o 50,79 %). Koncentrat pripraveny podla schémy na
Obrazku 1 mal vy$si obsah B-glukanuo 8,65 % ako
produkt podla Suphantharika et al. (2003).

Funkéné vlastnosti B-glukanového koncentratu, ktoré
st vyznamné z hladiska vyuzitia v potravinarstve, sme
porovnali s kvasinkovym B-glukdnovym S$tandardom
a mikrokrystalickou celulézou (Tabulka 2).

Funkéné  vlastnosti

Tabul’ka 2 B-glukanového

koncentratu, kvasinkového p-glukanového  Standardu
a mikrokrystalickej celuldzy
Vzorka Viiznost’ vody Viznost’
(gvody/l g tuku””
vzorKky) (gtuku/l g
vzorky)
B-glukanovy 13,34 +0,68 6,86 1,51
koncentrat
B-glukanovy 6,06 0,24 3,17 £0,05
Standard
Mikrokrystalicka 2,12 +£0,02 1,1 +0,02
celuloza
* **priemernd hodnota z3 stanoveni <+smerodajna
odchylka
Najniz§iu  védznost vody aj tuku  vykazuje

mikrokrystalicka celul6za, v ktorej st jednotky glukdzy
pospéjané B-(1—4) glykozidovymi viazbami. Zaujimavé je
zistenie, ze nami pripraveny B-glukdnovy koncentrat ma
priblizne dvojnasobni vdznost vody aj tuku ako
B-glukanovy $tandard, ktory bol dodany ako sti¢ast’ kitu na
stanovenie p-glukdnu. Vyrobca uvadza porovnatelny
obsah B-glukédnu (59,50 %), ako ma [-glukanovy
koncentrat (59,15 %). Mo6zZe to byt spOsobené tym, Ze
ultrazvuk pouzity pri priprave koncentratu minimalizuje
tvorbu aglomeratov pocas susenia, zlepSuje stabilitu

B-glukanovej suspenzie a zabraiuje sedimentacii
(Zechner-Krpan et al., 2010).
Udaje o antioxidacnej  aktivite  p-glukdanového

koncentratu poskytuje graf na Obrazku 2. Konjugované
diény vznikajice oxidaciou  kyseliny linolovej pri
zvysenej teplote (inkubacia modelového roztoku pri 50 °C)

120

100 -

H100 pg/ml
H200 pg/ml
300 pg/ml

80 -

X 60 - -
40 - -
20 - —
0 -

1h 3h 5h 7h

Obrazok 2 Inhibi¢ny ucinok B-glukénu na vznik konjugovanych diénov pocas inkubécie modelového systému

s kyselinou linolovou
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sme merali pri vinovej dizke A = 234 nm vo vopred
zvolenych c¢asovych intervaloch pre 3 koncentracie
B-glukanového  koncentratu.  Z nameranych  hodnot
absorbancii sme pre kazda vzorku v zodpovedajucej dizke
inkubacie vyjadrili mnoZstvo konjugovanych diénov v %,
vzhl'adom na hodnotu absorbancie slepého pokusu
nameranej za rovnakych podmienok inkubécie.

Vysledky stanovenia antioxidacnej aktivity naznacuju,
ze kym na zaciatku inkubacie pri teplote 50 °C
B-glukanovy koncentrat nevykazoval inhibi¢ny ucinok
vzniku konjugovanych diénov, v priebehu d’alsej inkubécie
bol inhibicny ucinok pozorovany. Vplyv koncentracie
B-glukanového koncentratu na antioxidacnil aktivitu je
vyraznej$i az v 5. hodine inkubacie. Znizenli peroxidaciu
lipidov v pritomnosti pB-glukanu pozoravali aj Dietrich-
Muszalska et al. (2011) v krvnej plazme. Jaehrig et al.
(2008) stanovovali antioxida¢nu aktivitu B-glukanu
izolovaného  z kvasiniek  Saccharomyces  cerevisiae
W34/70 inymi metédami (EPR spektrometriou, metdodou
s ABTSe apomocou biosenzorov). B-glukan vykazoval
slabu antioxida¢nu aktivitu, ale vzhladom na pouzitie
roznych metdod tieto vysledky snaSimi hodnotami
nemozeme porovnat’.

Utinok pB-glukianového  koncentritu na mySaciu
leukemicku bunkovi liniu (bunky L1210) sme testovali
pri dvoch koncentraciach (I mg.ml™ dimetylsulfoxidu
a2mgml” dimetylsulfoxidu) a vyjadrili ako % viability
(zivotnosti) buniek. Absorbancie vzoriek a slepého pokusu
bez pridavku B-glukdnového koncentratu, z ktorych bola
vypocitani viabilita buniek L1210, obsahuje Tabul’ka 3.

Tabulka 3 Viabilita buniek L1210 po podsobeni
-glukdnového koncentratu

Vzorka Absorbancia” Viabilita
buniek (%)
Kontrolka 0,253 100,00
B-glukanovvy 0,256 101,05
koncentrat
(1 mg/ml)
B-glukanovvy 0,193 76,15
koncentrat
(2 mg/ml)

* . ’ . r
priemerna hodnota absorbancie z 3 stanoveni

B-glukanovy koncentrat aplikovany pri vyssej testovanej
koncentracii (2 mgml”') mal pozitivny uginok na
usmrtenie mySacej leukemickej bunkovej linie, viabilita
buniek L1210 sa po jeho pdsobeni znizila na 76,15 %.
Cytotoxicky efekt B-glukanu izolovaného z kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae potvrdili aj Magnani et al.
(2009) MTT testom, po 24 h expozicii na bunky CHO-K1
(ovarialne bunky ¢inskeho Skrecka).

3. Senzorické hodnotenie -glukinového koncentritu
Cielom senzorického hodnotenia bolo urcit farbu a
charakter vone a chuti, ako aj celkovll prijemnost vone
achuti B-glukanového koncentratu. 10 hodnotitelia
hodnotili farbu a vonu praskového koncentratu a chut
suspenzie [B-glukanového koncentratu vo vode.
Priemerné hodnoty profilového testu pre jednotlivé
deskriptory obsahuje Tabulka 4.

Tabul’ka 4 Vysledky senzorického hodnotenia farby, chuti
a vone B-glukdnového koncentratu

Deskriptor Charakteristika Priemer” (%)

Farba Biela az kakaova 26,1
Kvasnicova 18,0

Bylinna 33

Pivova 8,6
Voiia Neutrélna 23,4
Prijemna 53,9

Neprijemna 2,2
Sladka 23,0

Slana 4,5

Kysla 1,9
Horka 18,0

Chut’ Kvasnicova 7.4
Bylinna 5,5

Pivova 4,7
Nespecifikovana 32,7
Neutralna 30,9

Prijemna 50,1

Neprijemna 4,2

¥ . r A ~ 7 . . .
priemernd hodnota zhodnot urcenych desiatimi

hodnotitel'mi

Podl'a vysledkov senzorického hodnotenia B-glukanovy
koncentrat ma svetla farbu (blizsie k bielej ako kakaovej),
prevlada neutrdlna a neSpecifikovana chut, bez zjavnych
prichuti kvasnic a piva, napriek tomu, ze bol pripraveny
z pivovarskych kvasnic. Pri posudzovani vone je najvyssie
hodnotena vona neutralna. Vonu aj chut’ urcili hodnotitelia
ako prijemnu, ¢o st dolezité vlastnosti pre jeho vyuzitie
ako aditivnej latky do potravin.

ZAVER

Napriek tomu, Ze bunkové steny kvasiniek rodu
Saccharomyces st zdrojom [-glukdnu, homopolyméru
glukdézy s imunostimulaénymi vlastnostami, v sicasnosti
sa biomasa pivovarskych kvasnic vyuziva hlavne ako
potrava pre oSipané a prezivavce. Potencidlne aplikacie
pivovarskych kvasnic, ktoré st druhym hlavnym
vedlajsim produktom pivovarského priemyslu, su
v suCasnosti predmetom  Stidia viacerych autorov
(Ferreira et al., 2010; Hoseinifar et al, 2011). Nami
pripraveny B-glukanovy koncentrat je urceny na
obohatenie potravin o zdraviu prospesné latky.
Potencial pre uplatnenie tohto koncentratu v potravinarstve
mu dodavaji aj priaznivo hodnotené organoleptické
vlastnosti — farba, vona achut koncentrdtu a dobré
funkéné vlastnosti.
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