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(54) Zpisob plipravy kvasniéné biomasy s vysokym obsahem biologicky

aktivnich komplexd chromu

V prib&hu kultivace kvasinek se zdroj
trojmocného chromu p¥iddv4d do kultiva&nfiho
média v ddvkdch umdrngch p¥irdstku.kvasnid-
né biomasy, s vfhodou v mnoZstvi 1 000 a%

5 000 ug Cr na 1 g nov& vytvofené kvasni&né
sufiny. Za t&8chto podminek chromitd sdl
neinhibuje kultivaci, dosahuje se vysokého
stupn® retence chromu v biomase a zisk&vé
se kvasniénd biomasa s vysokym obsahem
intraceluldrnfho chromu. Doporuuje se
pouffivat kvasinky pat¥ici k druhdm povole-
nym pro p¥ipravu potravindskgch aditiv.
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Vyndlez se tyka zplsobu pfipravy kvasniéné biomasy s vysokym obsahem biologicky aktivnich
komplex& chromu,

Trojmocny chrom je pro Zivé organismy esencidlnim prvkem, ktery ovliviuje n&které
dileZité metabolické funkce. U savcd je prvnim a nejvyznamné&ijZim disledkem deficience
chromu po3kozenf glukdzové tolerance, projevujfcf se mimo jiné sniZenfm efektivnosti insulinu,
glykosurif a hyperglykemif. Deficience chromu déle zpisobuje zpomaleni rustu, sniZfeni
délky %ivota, zvyZeni hladiny cholesterolu a triglyceridl a dals{ negativniksymptony.

. Denn{ potfeba chromu u dosp&lych 1id{ se odahduje na 200 a% 300 pug, u a¥tf a dospivajicich

je potfeba chromu niZ¥f, u star$ch 1id{ naopak zna&n& vy33{,

Znadnéd &4st populace méd vS8ak denni p¥ijem chromu niZZ{ se viemi z toho vyplgvajicimi
riziky. Vv £SSR se nap?. denni pFijem chromu odhaduje na 50 a% 100 ug.

P¥i odstrafiovdni nédsledkl deficience chromu, hlavné p¥i obnovovadni glukdzové tolerance
md daleko vy33{ biologicky G&inek neZ jednoduché anorganické sloudeniny chromu organicky
komplex s obsahem trojmocného chromu, ktery byl poprvé zji¥tén v pivovarskych kvasnicich
a nazvén glukdzovy toleran®ni faktor (GTF). Tento komplex obsahuje krom& chromu aminokyseliny
glycin, kyselinu glutamovou a cystein a pfedev3im kyselinu nikotinovou.

P¥irozené zdroje organickfch komplexd chromu v pivovarskych kvasnicich jsou pomdrnd
nizké (cca 2 pg/g) a proto se vyvijeji postupy na pifpravu kvasni®né biomasy s vysokym
obsahem intraceluldrniho chormu. P#i postupu podle USA patentu &. 4 343 905 se obsah GTF
v pivovarskych kvasnicich zvyZuje a% na 2 000 Pg/g tak, %Ze se suspenze kvasinek nech&
reagovat s roztokem kyseliny nikotinové, kyseliny l-glutamové, glycinu, l-cysteinu a oxidu
chromitého. Podle USA patentu &. 4 348 483 se kvasniény produkt s obsahem intraceluldrniho
chromu aZ 1 000 ug/g pripravuje tak, Ze se na suspenzi Zivych kvasinek Saccharomyces
cerevisiae pfi pH 4 a%Z 7 pisob{ za neristovych podminek vodnym roztokem netoxické chromité
soll po dobu asi 30 minut. Takto upravené kvasinky se bud pfimo zkoncentruji, vyperou
a usu¥i, nebo se po pfiddni Zivin pomnoZi kultivacf, p¥i niZ se obsah vnitrobun&Zného
chormu stabilizuje a sniZi na %Z4danou hodnotu.

P¥i t&chto zné&mych postupech obohacovéni mikrobidlni biomasy biologicky aktivnim
chromem se chromité soli vesm&s pfiddvajf k mikrobidlni suspenzi najednou na pofdtku procesu

. a to v pom&rnd velkém mnoigtvi. PouZiti vysoké koncentrace chromitych iontd brzdi rozmnoZové-

ni mikrobidlnich bunZk a proto chrom vnik4 do nemnoZicich se bun&k pasivnim transportem,
nebo v prib&hu velmi pomalu probfhajicf kultivace.

Pod{l chromu, ktery se zabudovdva do bun&k, je pom&rné& nfzky a nizké byvajl i dosahované
koncentrace intraceluldrniho chromu.

Uvedené nevfhody odstrahuje zpisob pr¥ipravy kvasniéné biomasy s vysokym obsahem biologicky
aktivnich komplexd chromu vs&dkovou, p¥iZivovanou periodickou nebo kontinudlnf kultivaci
kvasinek za pfftomnosti zdroje trojmocného chromu podle vyndlezu, p¥i n&mZ se chromité
soli p¥iddvajfl v prib&hu kultivace do fermentujfcfho média prib&in& nebo v periodickych
d4vkdch v mnoZstvi dm&rném p¥{rdstkim biomasy, s vfhodou 1 000 a% 5 000 pg Cr na 1 g nové
vytvo¥ené kvasni&né suliny.

'P¥i p¥iZfivované periodické nebo p¥i kontinudlnf kultivaci je v§hodné rozpustit chromité
s0li v pouf{vaném zdroji uhlfiku nebo v jeho vodném rozotku. DAvka d chromité soli v g na
100 g zdroje uhliku se vypolité ze vzorce:

100.y.Cr,
d = ———*, kde

P
y je pfedpoklddany v¢téZinostni koeficient
Cry je pofadovand ddvka chromu na 1 g p¥{iristku kvas. sudiny
p je .obsah chromu v 1 g chromité soli.
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M&-1i byt ziskand biomasa s vysokym obsahem biologicky aktivnich komplexd chromu
poufita pro lidskou konzumaci, doporu¥uje se poufit kvasinky schvélené pro p¥ipravu potra-
vind¥skych aditiv pat¥ic{ nap¥. k durhim Saccharomyces cerevisiae nebo Torulopsis ethanoli-
tolerans.

Po zakon&eni kultivace se kvasinky ze zralého ﬁédia oddélf, zkoncentruji, vyperou
vodou, inaktivujf{ a p¥ipadn&, usuif.

V¢hodou postupu podle vyndlezu je to, Ze obsah chromitych soli ve fermentujicim médiu
je v prib&hu kultivace relativn& nizky a nedosahuje toxickych koncentracf, které by zpomalo-
valy rozmnoZovadni kvasinek. Dalsf vyhodou je to, Ze se vysoky podfl, a%Z 80 % z pfidaného
chromu, pfemé&nuje na chrO@ intraceluldrni a Ze napéstovand biomasa obsahuje 3 000‘ug/Cr na
1 g sufiny. Nf{zk& zbytkovd koncentrace chromitych solf ve zralém médiu usnadiiuje prani
kvasinek.

Postup podle vyndlezu je objasn&n, nikoliv v3ak omezen ndsledujicimi p¥iklady.

P¥{klad 1

V laboratornim fermentoru s uZitednym obsahem 15 1 a dosahovanym p¥estupem kysliku
5,5¢g 02.].-1.h_1 byla provedena série 5 p¥iZivovan§ych periodickych kultivacf kvasinky
Torulopsis etanolitalerans CCY 26-58-1 na syntetickém etanolu.

PYed zahdjenim v¥ech kultivaci bylo do fermentoru napu¥téno 14 1 vody, p¥idéno 15 g
(NH4)ZSO4 a 250 ml roztoku Zivnych solf obsahujfciho v litru 35 ml 85 % hmot. H4PO,, 30 g
KOH, 160 g MgsSO,.7 H,0a 0,5 g 2nS0,.7 H.0. Médium pak bylo inokulovdno 300 g kvasni®né pasty
(22,5 & suZiny). Kultivace byly vedeny p¥i 33 ¢, pH se upravovalo 10 % roztokem amoniaku
na hodnotu 4,0 a koncentrace etanolu v médiu se p¥istrojem Netrex udrZovala v rozmezf
0,15 a%¥ 0,25 % obj. Kultivace byly ukonleny, kdyZ se spot¥ebovalo 314 g absolutnfiho etanolu.

Rozd{ily mezi jednotlivymi kultivacemi spo&ivaly v p¥idédvaném mnoZstvi chromité soli.
Kultivace &. 1 byla kontrolni bez p¥fdavku Cr, p¥i kultivacich 2 aZ 5 bylo v p¥{ftokovaném
rozpudt&no odstuphované mno¥stvi CrC13.6 H,0.

Po ukon&enf kultivacf byly kvasinky z média odseparovédny, promyty vodou a odst¥edé&ny
na kvasni&nou pastu. Pasta byla resuspendovéna v pitné vodé na mléko o su$in& 16 %. Mléko
se inaktivovalo 30minutovym zah¥ivanim na 80 °C a pak usu$ilo v laboratorn{ rozprasovaci
su$drnd. V¢ysledky dosaZené p¥i srovndvacich kultivacich jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1

Kultivace Obsah Cr Rustové vyté&Zinost MnoZstvi Obsah Cr Retence
v etanolu rychlost kvas. su$. -vyrobku ve v§robku Cr %
mg Cr/g h-1 z etanolu 94 % suf. mg.g-l
a.a. q.9~

1 - 0,43 0,80 339 - -

2 0,95 0,39 0,79 335 0,73 82
3' 1,91 0,34 0,71 305 1,62 82
4 3,82 0,25 0,50 238 3,40 67
5 5,73 0,19 . 0,47 229 4,50 54

% v¢sledkd je z¥ejmé, %e p¥i kultivacfch 2 a 3 nebyla proti kontrole podstatn& sniZena
rdstovd rychlost ani v¢t&¥nost a dosafena retence Cr v biomase 82 %. P¥fdavek Cr na 1 g
p¥irdstku kvasnidné susiny &inil p¥i t&chto kultivacich 1 200 resp. 2 700 mg. P¥i kultivacich
4as sni¥ily vy%3f{ ddvky Cr podstatnd ristovou rychlost a vyté&Znost a niz3f byla i retence
chromu v‘biomase.
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f{klaad 2

V tém%e fermentoru jako v p¥fkladu 1 a za obdobnych kultiva®nich podminek byla provedena
ptiZivovand periodickd kultivace kvasinky Saccharomyces cerevisiae RIFIS 104 na sachardze.
Médium bylo inokulovéno 300 g lisovanych kvasinek (27 % sufiny}, v pribdhu kultivace se
roztok sachardzy do fermentoru ddvkoval p¥i n&hlém poklesu koncentrace oxidu uhliditého
ve vydechu. Kultivace byla ukonfena po spotfebovédnf 270 g sachardzy. Spolu s roztokem
sachardzy byl do média pfiddvan i sfran chromitodraselny v mno¥stvi odpovidajfcim 1,37 pL:s
Cr na 1 g sachardzy. P¥i kultivaci byla dosafena ridstovd rychlost 0,25 nta vytéZnost
0,4 q.gfl. P¥{davek Cr na 1 g novd vytvofené kvasniéné su¥iny «&inil 3 425 p9. Bylo ziskéno
201 g sudenych kvasinek (94 % sudiny) s obsahem 1 530 ug Cr/g. Do biomasy pfeZlo 81 %

z naddvkovaného chromu.

PEFLf{klad 3

Ve fermentoru popsaném v pfikladu 1 byla provedena vsédkové kultivace kvasinky Saccharo-
myces cerevisiae RIFIS 104 na sacharbze. P¥ed zahdjenim kultivace se do fermentoru napustilo
14,5 1 vody, pEidalo se 150 ml rozotku miner&lnich %ivin (pfiklad 1), 5 g siranu amonného,

20 g moZoviny a 300 g sachardzy. 2ivné médium se inokulovalo 120 g lisovanych kvasinek

(27 % suSiny). P¥i kultivaci se udr¥ovala teplota 30 % a do fermentujfciho média se programo-
vym Cerpadlem ddvkoval roztok chloridu chromitého. Davky Cr se v priubZhu kultivace zvyZovaly
Gim&rné p¥irdstkim kvasni¥né biomasy, ovEfenym pZedem kontrolnim pokusem. Konec kultivace

byl indikovén prudkym vzestupem rozpuit&ného kysliku po spotfebovéni zdroje uhlfku. P¥i
kultivaci byla dosafena vyt&Znost 0,38 g kvasni¥né susiny z 1 g sachardzy a do média bylo
naddvkovdno 230 mg chromité soli, cof odpovid4d ddvce 2 017 mg Cr na g vytvofené kvasniZné
sudiny. Bylo pifipraveno 150 g suenych kvasinek (94 % sui.), které obsahovaly 1 240 ag Cr.g-l.
Retence Cr pi¥i kultivaci byla 81 %.

PELklaad 4

Ve fermentoru s UZinnym objemem 2,5 1 a dosahovanym p¥estupem kyslf{ku 5,3 g 02..1..1.!\"1
byla provedena kontinudlni kultivace kvasinky Torulopsis ethanolitolerans na syntetickém
etanolu. Kultivace byla vedena p¥i zfedovacf rychlosti 0,25 h-l, teploté 33 %% a pH 4,0.
vV prib&hu 0,25 h-l, teploté& 33 % a pH 4,0. V pribZhu kultivace se do fermentoru p¥iddvalo
625 ml.h-1 &erstvého média, které obsahovalo v litru 20 g etanolu, 15 ml roztoku minerdlnich
Zivin (p¥{klad 1), 0,6 g,(NH4)2804, 2,5 g motoviny a 0,154 g CrCl3.6H20. Stejny objem zraléhq
média odchédzel z fermentoru p¥epadem, rovnovdind koncentrace kvasnidné sufiny p#i kultivaci
byla 15 g. 171, p#i kultivaci se dosé&hlo v§t&Znosti kvasni¥né sudiny 0,75 g.g"1, pEidavek
Cr na 1 g pifrlstku biomasy &inil 2 000 mg. Vyrobek s 93 & suiiny obsahoval 1 488 pg .g 1
do biomasy pfeflo 80 % z p¥idaného chromu.

PREDMET VYNALEGZU

1. zplisob p¥ipravy kvasniné biomasy s vysokym obsahem biologicky aktivnich komplexd
chromu vsédkovou, pfiZivovanou periodickou nebo kontinudlni kultivaci kvasinek za p¥itomnosti

.zdrozje trojmocného chromu, vyznadeny tim, %e se chromité sole p¥iddvajf{ v prib&hu kultivace

do fermentujiciho média prib&Zn& nebo v periodick}ch ddvkéch v mnoZstvi umdrném p¥L{ristkim
biomasy, s vfhodou 1 000 a% 5 000 pgCrnalg nové vytvofené kvasni&né sudiny.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadeny tim, %e se pfi pFifivované periodické nebo p¥i
kontinudlnf kultivaci chromité soli rozpoust&ji ve zdroji uhliku, nebo v jeho vodném roztoku.

3, Zplsob podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze pou!ité kvasinky pat¥{ k drulidm Saccharomyces
cerevisiae nebo Torulopsis ethanolitolerans.

Severografia, n. p.. MOST Cena 2,40 K¢s




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

