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{(64) Zphsob vyroby kvasniéného extraktu a ergosterolu

Jednd se o zpisob zpracovAni mikro-
organismd, zejména kvasinkovitych, za
B&elem ziskdnl ergosterolu a kvasni&ného
extraktu. Vfhodou zplisobu je dosafeni
vétsiho vyt&iku ergosterolu (pfes 85 %)
bez nutnosti zmydeln&ni lipidické frakce
pti sou¥asné vyrob& kvasniZného extraktu.
Bufiky mikroorganismd o neutrdlnim nebo
kyselém gH se prudce zahfej{ z teploty
0 a% 25 ©C na teplotu 55 a%¥ 85 °C, nalei
se po 5 a¥ 20 s rychle zchladf na teplotu
0 a% 25 ©C. zchlazeni mus{ prob&hnout
b%hem jedné sekundy, nafe¥ po vyh¥at{
na 45 a¥ 58 OC prob&hne autolyza. Po
odseparovadni tuhych &4stic, ze kterych
po desintegraci se extrahuje exrgosterol,
ge z{iskd kvasni&ny extrakt. Vghodou
postupu je, fe dochézi k podstatné men¥im
ztrétdm ergosterolu v priméhu zpracovéni,
nef u dosud poufivangch postupd, a vyuZivad
se i ostatnich slofek bunky, takZfe neec
dochdzf k znehodnocenf zv1&%t& dusikatych
14tek mikrobidlni bunky. Postup je pomé&rné
jednoduchf, tedy snadno realizovatelny.
Nevznikaji obtiZn& likvidovatelné odpady.
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vyndlez se tyk& zplsobu vyroby kvasni®ného extraktu a ergosterolu.

Ekonimika vyroby ergosterolu z mikroorganismi je zdvisld na jeho koncentraci ve vychozim
materidlu. Z toho duvodu je vyvijena snaha po dosaZeni co nejvét¥{ koncentrace ergosterolu
ji% ve stadiu fermentace. Pokusy o ovlivn&nf obsahu sterold kultiva®nimi podminkami vedly
k tomu, Ze sice celkovy obsah sterold se zvy3il, avZak hlavn& z&sluhou balasnfho 24 (28)
dehydroerosterolu. Daleko vyhodn&js8{ se uké&zala cesta selekce kmene s konstitutivné vysokym
obsahem ergosterolu. Tento Lmen obsahuje a% 1,6 § ergosterolu. Daldi zvyZovdni obsahu
ergosterolu biologickou cestou je velmi obtiZné.

ZpUsoby Gpravy surovin (nap¥. kvasinek) biochemickou cestou, m&ly za cil vyuZit n&které
dal3{ %&sti bunky p¥ed extrakt{ ergosterolu tak, aby nedochdzelo k jejich znehodnoceni
a soudasn& dodlo k nakoncentrovdni ergosterolu. Je popsdn (&s. AO 189 440) zplisob ziskdvéani
bun&&nych st&n mikroorganismi pro vyrobu ergosterolu zaloZeny na aktivaci lytickych enzymid
buniky desintegraci a nédslednou 10 hodinovou autolyzou. 0ddélené buné&né. sté&ny slouZi pak
jako v§chozf materidl pro ziskdvdni ergosterolu. Stejn& tak AO 223 007 ¥e3i nakoncentrovéani
ergosterolu v malém objemu balastnich lipidd v névaznosti na technologicky postup podle
AO 161 299. V obou p¥ipadech se jednd o nakoncentrovdni %dsti ergosterolu do ur&ité frakce
pti zpracovani kvasni®nych (mikrobidlnich) bun&k. Nevyhodou popsanych a zndmych postupi
je nakoncentrovdni pouze &&sti ergosterolu. Jeho ztrdty jsou sice vyvdZeny ziska&nim daldfich
produktd, ale pfesto ztrdta 30 % a vice % ergosterolu je dosti velika&.

Tuto nevyhodu odstrafiuje zplisob vyroby kvasni¥ného extraktu a ergosterolu, jeho? podsta-
tou je, Ze suspenze bun&k mikroorganismi, s vyhodou kvasinkovitych, o neutrd&lnim nebo kyselém
pH se podrob{ tepelnému Zoku, zah¥étim z teploty 0 aZ 36 °¢ na teplotu 55 aZ 85 % a po
5 a% 20 s zchlazenim na teplotu 0 a% 25 OC b&hem doby krat¥i ne? jedna sekunda, na&e¥ se
suspenze zahfeje na teplotu 45 a% 58 OQ, podrobi autolyze po dobu 0,5 a% 4 h a odd&l{ se
kvasniény extrakt od tuhygch &astic.

K extrakci ergosterolu z odseparovanych a po p¥ipadném promyt{ tuhych &4stic se pouZije
s vyhodou sm&s nepolérniho rozpoustddla, toluenu, petroleteru, hexanu nebo heptanu s p¥idavkem
5 a%¥ 20 % objem. alifatického alkoholu.

P¥i navrhovaném postupu dojde k hydrolyze nukleovych kyselin a bilkovin, p¥idemZ lipidy,
zv14%t& pak steroly zlstanou nezm&n&ny. Oddélenim vzniklych nizkomolekuldrnich latek dojde
k dUbytku suché hmoty bundk, ziskdni kvasniéného extraktu a tim k realtivnimu nakoncentrovéni
ergosterolu v bunkdch. Obytek hmoty se pohybuje od 20 a% 30 % plvodni hmoty. Nizkomolekuldrni
14tky odd&lené z bun&®né suspenze se po zahu¥téni a usulenf mohou pouZft jako kvalitni
extrakt s vhodnymi organoleptickymi vlastnostmi. Postup podle vyndlezu je velmi vhodny
pro kontinudlni v§yrobu a tedy pro automatizaci celého postupu. Navic, je moZnost provést
desintegraci bun&k po nakoncentrovdni ergosterolu a jeho extrakci sm&s{ nap¥. petroleter-
-etanol (9:1) bez hydrolyzy (zmydeln&ni) lipidickych slofek biomasy. Tim se cely postup
dost zjednodusi.

D4le jsou uvedeny p¥iklady objasnujfci, nikoliv vZak omezujfci podstatu vyndlezu.

P¥i{iklaad 1

°¢c

10 % hmot. suspenze kvasinek Saccharomyces cerevisiae ve vodé o pH 4,5 a teploté 21
byla Serpédna rychlost{ 1 300 ml/h pfes m&d&ny vym&nik, jehoZ konstrukce zajiffovala oh¥&ati
suspenze na 75 ®c za dobu cca 0,6 s a prodlevu p¥i této teploté 13 s, v&etn& spojovaciho
potrubf k chladi&i, ktery za dobu 0,8 s ochladil suspenzi na teplotu 20 °¢. poté suspenze
p¥ichézela do pritoné temperované nddoby, kde dosdhla teploty 53 c. Objem této michné
termostatované nadéby byl 3 000 ml, tak%e stfedni doba zdr#fenf{ byla 2,3 h. Vidy po nahromad&ni
1 litru suspenze (v z&sobnf nédob&, po pritoku termostatovanou nidobou byly tuhé Eastice

(opracované bunky) oddéleny centrifugacf (10 min) p¥i 3 500 g a promyty stejnym mnoZstvim
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vody. Supernatent byl odd&len a po zahu$té&ni usuden. Sediment (opracované bunky obsahujfci
vedkery ergosterol) byl resuspendovdn na suspenzi 6 % hmot. suché hmoty, desintegrovén

a v pomé&ru 1 df1 suspenze, 2 dfly etanolu a 18 df1ld petroleteru (tv. 30 a% 50 ¢y, po dobu
1 hodiny extrahovdn za intenzivniho t¥epdni. 2z organické féze byl isolovédn ergcstexol.
Obsah ergosterolu v jednotlivych frakcich v prib&hu postupu podle p¥ikladu 1 je uveden

v tab 1.

Tabulka 1

Materi4l MnoZstvi Steroly 24/28 Ergo-
suché hmoty dehydro sterol
-ergo- g
sterol
_____________________________ b SR RSP O SO,
suspenze pfed extrakci 130,0 2,10 0,40 1,70
celk. suspenze po extrakci 130,0 2,10 0,40 1,70
vyextrahované bunky (opracovdvané) 93,6 2,06 0,37 1,69

"extrakt"-suspernatant
po odd&len{ tuhych &4stic 37,1 0,01 0 0,01

organickd fdze po extrakci
desintegrovanych opracovédvan. bun&k 1,85 0,40 1,45
Celkovy zisk ergosterolu je vice neZ 85 % puvodniho mnoZstvi.
P¥{klagd 2
Stejnym postupem jako v p¥ikladu 1 byla zpracovdna 10 % hmot. suspenze kvasinek Candida
utilis vyrostlych na sulfitovych vyluzich. Pro extrakci byl mfsto petroleteru pouZit hexan.

Obsah sterold v jednotlivych frakcich je uveden v tabulce 2

Tabulka 2

Materidl Suché A5,7- 24/28 ‘Ergosterol
hmotnost steroly dehydro-
) ergosterol
g9 g g g

plv. suspenze 130,0 0,60 0,13 0,47
suspenze po extrakci 130,0 0,58 0,11 0,47
vyextrahované bunky opracované 98,5 0,58 0,11 0,47
extrakt (supernatant po odd&leni 31,5 0 0 0

tuhgch Sé4stic)

organickd féze (hexan) po 0,51 0,10 0,41
extrakci desintegrovanych
opracovanych kvasinek

Celkovy zisk ergosterolu je 87 % puvodniho mnoZstvi.

Ztradty ergosterolu se p¥i zplisobu tGpravy podle vyndlezu pohybujf do 20 %, &im% se
dosahuje vyhodn&j%ich parametrll, ne% nap¥. podle zpisobu dle A0 189 440. Navic je moZno
po desintegraci p¥imo extrahovat homogendt, protoZe k uvoln&ni ergosterolu z bun&&ného
extraktu dojde v prib&hu tepelndho ¥oku a neni t¥eba provddét zmydeln&nf.
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PREDMET VYNALEZU

1. zpisob vyroby kvasnifného extrakiu a ergosterolu vyznleny tim, %e suspenze bundk
mikrorganismd, s vyhodou kvasinkovitych, o neutr&lnim nebo kyselém pH se podrobi{ tepelnému
%oku, zahf&tim z teploty 0 a% 36 °C na teplotu 55 a¥ 85 °C a po 5 a%Z 20 s zchlazenim na
teplotu.O az 25 °c b&hem doby kratSf neZ jedna sekunda, naleZ se suspenze zah¥eje na teplotu
45 a¥ 58 OC, podrob{ autolyze po dobu 0,5 a% 4 h a odd3lf se kvasni&ny extrakt od tuhych
E4stic, které se ex;rahuji.

2. zplusob podle bodu 1, vyznaleny tim, fe k extrakci ergosterolu z odseparovanych
a po pfipadném promyti dezintegrovanych tuhych &&stic se pouZije s vyhodou smés nepoldrniho
rozpoustédla, toluenu, petroleteru, hexanu nebo heptanu s p¥fdavkem 5 a% 20 % objem. alifatic-
kého alkoholu.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kis
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