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Pfedmé&tem vynélezu je zplsob tdpravy od-
padnich surovin prio izolaci ergosterolu, kte-
ry je dileZitym prekursorem vitaminu Dz,
pouZivaném v lékatstvi.

Zpisob ziskdvéani ergosterolu podle vyné-

lezu navazuje na technologicky postup po-
dle AO &. 161299, ktery predpokldda riozde-
leni jednotlivych frakci bunégk, tj. proteinu,
lipidické sloZky a zkrmitelnych zbytkd (smés
bundtnych stén a supernatantu po srdZe-
ni proteinu).
. Uvedenéd frakce zbytk@l se upravi na hod-
notu 7 — 12 pH, odvodni se odpafenim vo-
dy -nebo s vyhodou ethanolem, aby wobsah
vody byl niZ#§i neZ 10 %, nafeZ se bun&&né
frakce, tj. izolovand kvasni¢né bilkovina, ne-
bo -stény kvasinek rozmichaji s ethanolem,
pfi teploté od 40 °C do 100 °C za tlaku od 0,1
do 0,3 MPa, na dobu 1 — 20 hodin, €imZ se
provede extrakce, nafeZ se z lipidické frak-
zndm§m zplsobem izoluje ergosteriol.

Zptsob podle vynélezu vytvd¥l podminky
pro nakoncentrovani ergosterolu pouze v
malém iobjemu ethanolem extrahovatelnych
latek (asi 80 9 veSkerého ergosterolu se na-
koncentruje v malém mnoZstvi balastnich
lipidfi). To umoZiiuje snadné&jsi ndsledujici
izolaci a &ist&ni ergosterolu.
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- Ergosterol je dileZitym prekursorem vita-
minu Dz a jeho cena neustdle roste. Dosa-
vadni zplisoby izolace ergosteroiu jsou za-
loZzeny na hydrolyze bundk kvasinek S. ce-
revisiae a extrakci organickymi rozpousts-
dly (US pat. & 2874171; aj). Podle US pa-
tentu €. 2 874 171 se hydrolyza provadi alka-
liemu v pritomnlosti alkoholfi omezen& misi-
telngch vodou. Vychdzi se z celych bungk
(mikroorganismf ), prifemZ se vyuZije pou-
ze ergosterol. Podle jiného postupu (US pa-
tent 2 865934) se priovadi extrakce usuSe-
nych alkalicky opracovanych kvasinek roz-
poust&dly misitelnymi s vodou. Op#t se ne-
vyuZivd bilkovinnd, ani glycidickd sloZka
buiiky. US patent 2794035 je zaloZen na
zpracovani methanolického exetraktu. Sus-
penze kvasinek v methanolu se za varu ex-
trahuje 1,5 hodiny. Po filtraci (odd&leni bu-
n&k) se zmydeliiuje a izoluje se cerebrin a
ergosteriol.. V. US patentu €. 2 865 934 se ja-
ko surovina uvaZuje i moZnost vyuZiti auto-
lyzovanych buné&k. VyuZit{ bun&fnych stén
mikrioorganismfi pro vyrobu ergosterolu je
rovnéZ piedmétem autorského osvidSeni &.
189 440 (PV.4611-77].. S .
Nevyhoda vSech zndmych zplisobti spodi-
va v fasové nédrofnosti procesu a ve vyuZi-

vani.pouze.jedné. nebo.dvou. sloZek .bun&k. . .

Nejrychlejdi zplisob vyuZivajici desintegra-
ce mikroorganismd pro urychleni autolfyzy
kalkuluje s 8 — 12 hod. — autorské osv#d-
teni & 189440 (PV. 4611-77). U wostatnich
zplsoblt se bud ziskd samotny ergosterol
a ostatni sloZky builky, jako jsou bilkoviny
a glycidy tvof{ odpad, nebo se vyuZiva jes-
t& nékterd dalsi sloZka. Postup je Gasovd
néro¢ny a zbyvajici odpad se musi ndkladn8
likvidovat.

Uvedené nevyhody odstraiiuje zplsob -
pravy odpadnich surovin pro izolaci ergo-
sterolu, jehoZ podstatou je, Ze se pH bun#g-
nych frakci upravi na hodnotu 7 — 12, 'od-
vodni se odpaFenim vody, nebo s vyhodou
ethanolem, aby obsah vody byl niZ$f neZ 10
procent, nateZ se bun&&né frakce, tj. izolo-
vand kvasniénd bilkovina nebio st&ny kvasi-
nek rozmichaji s ethanolem, pfi teplotd od
40°C do 100°C za tlaku od 0,1 do 0,3 MPa,
na dobu 1 — 20 minut, ¢imZ se provede ex-
trakce, nafeZ se z lipidické frakce zndmym
zplsobem izioluje ergosterol. Misto ethano-
lu jako rozpoudtédlo lze pouZit i jind voz-
poustddla misitelnd s vodou jako napfiklad
dalsi alkoholy, jako methanol, isopriopanol,
déle ketony jako aceton apod. Jako odpadni
surovina pro zpfisob Gpravy dle vynédlezu lze
s vfhodou pouZit frakce z kombinované vy-
roby potravindfskych a krmngch bilkovin.

Zplisob podle vynédlezu navazuje rovndz
na technologicky postup podle autorského
osvBdEeni &. 161 299. Pfedpoklddd rozdéleni
jednotlivych frakci bunék, tj. proteind, li-
pidické sloZzky a zkrmitelnych zbytkd (smés
bun&tnych stén a supernatantu po sréZeni
proteinu). Na rozdil od autorského osv&dde-

ni & 161299 vSak zpflisob podle vynélezu
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vytvafi podminky prio nakoncentrovani ergo-
sterolu pouze v malém objemu ethanolem
extrahovatelnych ldtek (EEL-lipidickd frak-
ce). Navic predpoklddd extrakei zkrmitel-
ného podilu. Podle AO 161299 se provadi
extrakce isopriopaniolem (posledni p¥i zvy-
Sené teplot®) a teprve potom alkalickym e-
thanolem. Postup podle vynélezu predpoklé-
da dpravu pH materidlu pfed extrakci, kte-
r4 se mlZe priovdd&t kombinaci rozpou$ts-
del &i pouze jednim rozpoustddlem a hned
prvni extrakce se provadi pil zvy$ené tep-
loté, pfipadné tlaku. pH se musi piohybo-
vat v neutrdlni aZ alkalické oblasti. Zming-
ny postup mé za nésledek, Ze asi 80 % ex-
trahovatelného ergosterolu se nakoncentru-
je v pomérné& malém mnoZstvi balastnich
lipidd (viz p¥iklady). Nésledujici izolace a
Cist&ni ergosterblu je potom snadndjsi, neZ
pfi zpracovani tukové frakce s malym obsa-
hem ergosterolu. Dé4le jsou uvedeny pii-
klady provedeni zphsobu podle vyndlezu.

Pr¥iklad 1
Zplsob ziskéni odpadni frakce ze zkrmi;

telného podilu pfipraveného podle AO &.
161 299, ktery obsahuje bunétné stény a

.supernatant po srdZeni proteinu, a ktery. je

usulen na sprayové suce. Zkrmitelny podil
z kvasinek Saccharomyces cerevisiae dle u-
vedeného AO mél obsah vody niZ5i neZ
6.%. Smés pred suSenim obsahovala 1,16 %
ergosterolu (stanoveno analyticky), tj. v
1000 g hmoty 11,6 g ergosterolu. Ze vzorku
zkrmitelného podilu bylo zji§tdno, e etha-
nolem lze z 1000 g hmoty vyextrahovat 76 g
ethanolem extrahovatelnych latek (EEL), z
dehoZ je 4,76 g ergosterolu (6,26 % v celko-
vém extraktu). MnoZstvi nevyextrahovatel-
ného ergosterolu (6,84 g) je bud destruova-
no p¥l suleni, nebo védz4dno na nelipidické
sloZky bufiky. ' ' )

1000 g suché hmoty se smichd s 2500 g
bezvodého ethanolu. Pokud nebylo pH zkrmi-
telného podilu upraveného pfed sufenfm na
hodnotu pH 7 — 8, pfidd se 25 ml ethano-
l4tu sodného. Dobfe rozmichand suspenze
se zahPfeje na teplotu 50°C a po 10 minu-
tach zfiltruje (pod tlakem). Ziskd se 1400
gramit ethanolového extraktu, ktery obsa-
huje 39,8 g EEL, v nichZ je obsaZeno 2,9 g
ergosterolu. K filtradnimu koldéi se prida
1000 g ethanolu a pokud nebylo pH smé-
si pred suSenim: upraveno pfidd se 10 ml e-
thanolatu sodného. Suspenze se za michani
vyhieje na 50°C a udrZuje se na této teplo-
t8 cca 10 min. Poté se pod tlakem zfiltruje.
Po druhé extrakci bylo 1080 g ethanolového
extraktu obsaZeno 15,3 g ethaniolem extra-
hovatelnych l4tek a z toho 1,2 g ergostero-
lu. Extrakce se stejnym zpiisobem opakuje
je3té jednou s 1000 g ethaniolu. V ethanplo-
vem extraktu po tfeti extrakci je obsaZeno
7,8 g EEL a 0,4 g ergosterolu.

Pfehled rozdéleni EEL a ergosterolu v
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jednotlivych frakcich je uveden v tabulce
1. Extrakty z 1. a 2, stupnd se spojl a po
- oddestilovani ethanoclu se ziskd 55,1 g EEL
o obsahu 4,1 g ergosteriolu (7,44 % v EEL).
Exirakce byla priovddéna v S3esti stupnich,
pritemZ vétSina ergosterolu byla soustiedé-
na v extraktech z prvnich dvou stupiid. Z
téchto dvou prvnich extrakti se potom zné-
mym zplscbem (extrakce po zmydelnéni)
izoluje ergoaterol.

Pfiklad 2

Zptisob ziskédni odpadni frakce z viodni sus-
penze potravindfského proteinu, iziolované-
ho z kvasinek Saccharomyces cerevisiae.
5 kg suspenze potravina¥ského proteinu zis-
-kaného podle AO &. 161299 o suding 17 %,
tj. 850 g suchého podilu se po upraveni pH
na hodnotu 7,3 rozmichd s 5 kg bezviodého
ethaniplu a po 5 minutdch michdni se tu-
hy podil z této suspenze iodseparuje. 3850 g
vlhké hmety (39 % vody) se opé&t rozmichd
s 5 kg bezvodého ethanolu a po 5 minutdch
se odseparuje tuhd fdze. Ta obsahuje kro-
mé ethanolu 10,8 % vody. TPeti extrakce
probih4 pfi teplot8 60 °C. Extrahuje se 3 kg
bezvodého ethanolu. Po 20 minutdch micha-
ni se za tlaku odfiltruje extrakt. Vznikly
filtrani kol4® obsahuje 5,1 % vody a asi
52 Y% ethanolu. Ziskany extrakt obsahuje
35,8 g EEL s 2,9 g ergosteroiu. Extrakce se
za zvySené teploty opakuje jeSté 2 — 3 X.
Extrakty se spojl a oddestiluje se ethanol.

Tabulka 1

Odparek .se pouZije k izolaci ergasterolu.
Celkem se z piivodnich 10,2 g ergosterolu
vyextrahuje v pouZitelné koncentraci 5,3 g.
Zbytek zlstdvd vdzdn: vbunééné frakci, pri-
padné je obsaZen v dalSich extrakémnich po-
dilech. Prehled latkové bilance k pfikladu
2 udéava tabulka 2. Ethanal z 1., pfipadné
2. extrakce se miZe pouZit.jako slofka Ziv-
ného média nebo zrektifikovat a wodviodnit.
Ethanol z 3. aZ 5. (pfipadng& 6.) extrakce po-
dle prikladu 2:aethanol z 1. aZ 67 extrakce
podle pFikladu 1 se oddestiluje, zrektifiku-
je a pouZije znovu k extrakeci.

Zptsob odviodnéni podle pfikladu=2 (1. a
2., pr¥ipadné 3. extrakce) je energeticky vy-
hodné&j5i neZ pfimé odpafieni vody dle pii-
kladu 1. Na ziskdni 1 kg proteidu:z 10%
suspenze dle prikladu 1. (koncentrovanéjsi
suspenze proteinu nejde vzhledem k tviorbé
gelu na spreyové sulce suSit) musime ohrat
a odpafit 9 kg vody. K tomu je zapotPebi
9 X 80 X 419 + 9 X 2252 = 23 283 KkJ.

Na ioddestilovédni s:rektifikaci cca: 13 kg
ethanolu (1.,:2. a 3. extrakce podle pfikladu
2) je zapotPebi-13 X 80 X-2;8 + 13 X 904 =
= 14664 K]J. "

Také vyt8Znost ergosterolu je dle prikla-
du 2 vy38i (52 Y% proti 41 % p¥i extrakci
frakce su3ené teplem) a také kvalita bilko-
vinné frakce je zde lepSi (stupeil denatura-
ce bilkoviny je niZ8i a z tohio vyplyva lep-
51 rozpustnost.ve vodé, 1&psi emulgadni ka-
pacita apod.].

L4tkovd bilance extrakce zkrmitelného podilu usuSeného teplem.

(viz pitklad 1)

materiél g EEL ergosterol -« % vyestra-
% sudiny % celk. g % sudiny % EEL* | hovaného
ergostgro-
v z cetko-
) vého mnoZ-
stvi (&x-
triahova-
telného)
v§chozi materidl 76 7,6 11,6 100
po usudeni 76 7,6 4,76 41 100 &
1. extrakt 39,8 2,9 7,3 60,7
2. extrakt -~ 15,3 1,2 7,8 25,2..
1. + 2. extrakt 55,1 4,1 7,4 86,1
3. extrakt 7,8 0,4 50 . 8,4
4, extrakt 53 0,18 =~ 34 =~ 3,8
5. extrakt 4,6 0,15 3,3 3,1
0,11 3,6 2,3°

6. extrakt 3,0
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PREDMET VYNALEZU

Zplisiob dpravy odpadnich surovin pro izo-
laci ergosterolu, vyznafeny tim, Ze se pH
bunénych frakci upravi na hodnotu 7 aZ
12, odvodni se odpafienim vody, nebo s vy-
hodou ethanolem, aby obsah vody byl niZ-
81, neZ 10 %, naleZ se bun&tné frakce, tj.

izolovand kvasni¢nd bilkovina nebo st&ny
kvasinek rozmichajl s ethanolem, p¥i teplo-
t& od 40°C do 100°C za tlaku iod 0,1 do 0,3
MPa, na dobu 1 aZ 20 minut, ¢imZ se pro-
vede extrakce, nafeZ se z lipidické frakce
zndmym zplsobem izoluje ergosterol.
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