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(54) Zpasob vyroby peka¥ského droZdi

Vynélez se tykd zpisobu vyroby expedi&niho dro¥di jednordzovou piitokovou kultiva-
ci na normdlnich "#idkych" nebo xoncentrovanjch, tzv. "hustych” melasovych zdparich,
s dobrou trvanlivosti, vysokym obsahem bunddného glykogenu a trehalosy. Toto drozdi je

zv145t8 vhodné jako vychozi materidl pro vyrobu aktivniho suSeného droZdi.

Klasické zpisoby vyroby drozdi pFitokovou kultivaci, dnes v3eobecné pouzivané,
jeou zaloZeny na plynulém p¥isunu Zivin, nezbytnych pro rist kvasinek, vice méné podle
ristové rychlosti, po celou dobu fermentace., Pokud se dévkuje minerdlni dusik odd&leng
od melasové zépary, zpravidla se jako pridavek ukondi 1 aZ 2 hodiny pPfed koncem hlavniho
xvadeni. Toto opat¥eni spolu s ndgledujici periodou dokvadeni kdd¥, kterd trvd 1/2 ai
1 hod. po zastaveni pritoku viech Zivin, md ne konci fermentace vésti k dostatednému
"yyzréni® droZdi a zviseni jeho trvenlivosti. Ve skutednosti viak drozdi tekto pFipravené
obséhuje stdle jesté relativné vysoky, od fermentace k fermentaci kolisajici podil nevy-
zrdlych, pudicich bunék. Také nejlépe "vyzrélé" nésadni dro¥di obsahuje malé procento
d81licich se bundk, nehledd na to, Ze vSechny bunky se nenachdzeji ve stejném vivojovém
stadiu béhem jednoho generadniho cyklu. Tim je i zap¥iSingna jejich rozdilnd citlivost
va&i suSeni, co? prakticky znamend, Ze pou¥iti normélniho 1igovaného droidi pro p¥ipravu
aktivniho suSeného dro¥di vede k ziskdni produktu s velmi nizkou mohutnosti kynutdi (&sW

56 6810) a 8 vysokym obsahem mrtvich bunék.
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Mimoto p¥i nedostatku sacharidd v zdpaie bdhem "zrdni" droZdi na konei fermentace
vznikéd nebezpedi, %e kvasinky spotiebuji bund¥né zésobni létky (glykogen, trehalosu),
takZe droZdi je pak mén& trvanlivé. Byly proto hleddny rizné zplisoby Uprav fermentadnich
postupl, umofnujicich ziskat na konci kvasného procesu z hlediska vyvoje vyrovnanou,

synchronizovanou bunédnou populaci, s ukondenim d8lenim bundk.

Tak nap¥, podle britského patentu &, 1 174 733 se musf p¥i kvadeni p¥esné po prv-
nim generatnim cyklu na dobu 1 hodiny silnd zbrzdit pFitok ¥ivin a vzduchu ko kvasiei
zdpary. Presné urSeni vhodného okam¥iku k doSasnému prerudeni kvaeSeni neni viak v pProvoz-

nim méFitku snadné, tak¥e oSekdvaného efektu nemusi byt dosaZeno.

Pridavek inhibitord ristu, nap#. biomycinu (SSSR pat. 207 189) do kvasief zépary
ne konci fermentace mi¥e vzbudit oprévndné némitky se strany hygienikd, nebof je znémo,
%e buniky kvasinek inklinujf k hromeddni cizorodych l&tek, af ji% jako takovych nebo po

metabolické transformaci.

Uvedené nevyhody odstranuje zpiisob vyroby pekarského drozdi s vysokym obsahem
glykogemu a trehalosy, zvySenou trvanlivosti a odolnosti k dehydrataci podle vyndlezu,
jehoZ podstat spodivéd v tom, %e kmen kvasinek, isolovany z bunddné populace podrobené
selekdnimu tlaku opakovaného vysuSeni a rehydratace, se pouZije k p¥ipravé nésadniho
dro#di, z n8ho¥ se vyrdbi expedilni dro¥di tak, e veSkeré mnoSstvi ¥ivin obsahujicich
minerdlni dusik a fosfor, které odpovidd odekdvanému vytéZku dro#di, je postupnd p¥idé-
védno v nadbytku jen asi do konce prvé poloviny celkové doby kvaSeni. Melasovd zdpara je
v této dob& ddvkovdna obvyklym vzestupnym zplsobem a¥ do max. hodinového pFitoku melasové
zdpary (asi 8 aZ 10 % celkového mno¥stvi melasy). Fermentace pek ddle pokraduje pouze za
konstantniho p¥itoku maximdlnich hodinovych dévek Eisté melasové zédpary, tek¥e v druhé
poloving kvaSeni je postupnd do kvasfici zépary pFitokovéno zbyvajicich nejmén& 50 % cel-
kového mno¥stvi spot¥ebované melasy., Toto opat¥eni m& piiznivy vliv ne fyziologickou akti-
vitu bundk, nebot v druhé poloving kultivace expedi¥niho drozdi p¥i stoupajici ristové
k¥ivce se %ivdni dusikem stdvéd postupnd limitujicim (tab. 1), sle pPFisun exogennich uhli-
katych zdrojd (melasa) p¥i intenzivnim vzdu3ndni fermentované zépary stads nejen pro do-
kondeni ristu, ale i'pro dalsi kumulaci rezervanich 1l4tek (trehalosa, glykogen), vyznam-
nych pro trvanlivost, v nunkdch s ukondenym d¥lenfim (obr.1). Zmény frakci_sacharidﬁ
v kvasinkéch, sledované b&hem fermentace podle vyndlezu & zndzorndné na obr. 1 byly sta-
noveny metodami podle TREVELYNA, upravenymi P,R, STEWARTEM (Analytical Methoda for
Yeasts, in Methods in Cell Biology XII,, D.M. Prescott, editor, Acad. Press, N.Y,fl975.
8. 111 - 147).
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Tabulka 1
Prib&h fermentace expedidniho droZdi (IIIG) podle vynélezu v provoznich podminkdch

oba fer- ara T hem kvaseni Drozdi v _zapare
_ c dusik (mg/1) 27 (% sus.) (% sud.)
0 29 1,1 | 5,4 0,40 151,2 965 | 7,68 | 3,8
1 29 1,0 155] 0,42 | 1232 1010 | 7,28} 3,8
2 31 1,2 { 5,5 0,37 |  151,2 1489 | 8,96 ! 4,5
3 29 11,3 1511 0,35 126,0 1563 § 9,31 | 4,7
4 30 11,5149 0,33 | 72,8 2106 | 8,68 | 5,3
5 30 1,6 | 4,8 | 0,28 44,8 2201 % 9,52 | 4,5
6 g 31 t1,8 149 018 | 28,0 2297 | 9,24 | 4,2
7 130 12,0 5,01 0,17 28,0 2303 | 8,60 | 3,7
8 : 29 2,1 [ 511 0,12 28,0 | 2004 | 8,40 | 3,2
9 § 31 % 2,3 E 5,21 0,15 28,0 % 3159 [ 8,40 1 38
10 P31 {2,5 5,21 0,28 | 28,0 3276 § 7,90 | 3,2
11 ! 30 i 2,5 15,01 0,41 22,4 3393 | 7,20 % 3,1
12 |3 l 2,5 | 5,2 | 0,45 22,4 3472 | 6,54 | 2,6

Vysvétlivky k tabulce 1
(1) SOBCZAK, E. : Modifikace chemické metody stanoveni etanolu

Ppezm.ferm.i rolny, 19, 1975, 5, &. 8/9

Ppeklad Potravindieké aktuality STI Preha, 13, 1976, 51, F.F ¢.2
(2) Dyq = dro¥di o sudind 27 % (KLEINZELLEE, A.: Centrifugadni metoda pro stanoveni
1, 1955, 41

koncentrace kvasnidné hmoty. Kvasny prim.,

Presun iveni fosforem a minerdlnim dusikem podle vyndlezu jen do prvé poloviny
kvaSeni md vliv na poddtedni vysoky obsah celkovéno dusiku, foeforu a glykogenu Vv droZ=-
di. V druhé polovind kvafeni nastdvd v3ak pokles dusiku i fosforu v dro¥di ne normilni
hodnoty (teb.l)., V poloviné kvasného proceaﬁ se postupnd ustavuji optimalni podminky
pro aercbni glykolysu s vysokou energe tickou hladinou bunék a pozvolnd nastupujicim
nedostatkem asimilovatelného dusiku v zevnim prost¥edi. Vysoké energetickd hladina me-
tabolismu bundk za serobiosy pak také asi umoZnuje zpétnovazebnou inhibici sktivity
enzymu fosfofruktokinasy, prost¥ednictvim citrdtu a ATP (adenosintrifosfdt). Diky této
inhibici zvysSuje se pak koncentrace glukoso-6-fosfdtu ve prospéch syntézy zésobnich

. polysacharidi. Vedle toho allosterickd aktivace bunddné isocitrdtdehydrogenasy pomoci

- AMP (adenosinmonofosfdt) je patrné brzd&na, takZe koncentrace bunédného citrdtu, ktery
ge ddle miZe zapojovat do syntézy 1ipidd, stoupd. Biosyntéza membrénovych lipoproteind
v kvasinkéch miZe nepochybnd mit vliv na rigiditu bunddné stény a tim i plsobit na re-

zistenci Bundk, vystavenych nep¥iznivim i8inkdm dehydratace.
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Proto vfhodou postupu podle vyndlezu je moZnost vyroby suchého peka¥ského droZdi,
které si b&hem suSeni a skladovdni podstatnd lépe zachovévd biologickou aktivitu (mohut-

nost kynuti téeta - viz tab, 2) nef droZdi normdlni.

Tabulka 2
Zmény v biologické aktivit& (mohutnosti kynuti tésta) béhem skladovéni aktivniho suSeného

drozdi (ASD), pFipraveného z normdlniho lisovaného droZdi a droZdi podle vyndlezu

______________ - - ——— o e e e e e o o
Eoba sklado- ‘ osgt kynut minutédch
véni (podet ASD z normainiho lisovaneho Kﬁﬁ Tisovaneho drozdi podls
dnd) dpoZdd vyndlezu
vyrobni sarze ¢ pokusna |sarze
T EEsErsSsSE=s=d =g;é=== ::-_2-39:_ L::!:::: §§Z=======~===;2== ===g"§=== ==§2===== =§é=============#
0 93 87 89 84 57 57 60 61
30 113 115 115 95 64 60 60 67
60 120 128 {141 123 T4 65 T4 80
90 150 142 | 174 140 78 71 78 83
120 174 160 | ne- 159 8l 76 80 85
150 Ineky- { 183 | ky- 170 95 90 84 99
180 ] ne 205 ne 191 109 105 112 118

Vysvétlivky k tabulce 2

ASD - aktivni suSené droZdi, pFfipravené suBenim droZdi v provozni fluidni sudédrné prFi
teploté 30 + 2 °C na su¥inu 93 a% 94 %. ASD bylo skladovéno v sé€cich z laeminované
hlinikové folie SVITAL/PE, bez inertni atmosféry, pHi normilni teplotd (20 + 2 %)

Mohutnost kynuti - mirou mohutnosti kynuti droZdi v t€sté je doba (v min.) pot¥ebnd k to-
mu, aby za podminek metody (8SN 56 0188 Metody zkouSeni droZdi) plsobenim droZdi

tésto vykynulo na uréity, konstantni objem,

Také Serstvé lisované dro¥di podle vyndlezu m§ vihodné vlastnosti, kterymi predddi
normdlni dro¥di, Vedle vysoké trvanlivosti (tabulka 3) je to vyznamny obeah zdsobnich
sacharidd - trehalosy a glykogenu) (obr.l). Izolace tSchto l&tek chemickou cestou z dro¥-
di vyrobeného podle vyndlezu je nesporn¥ vyhodnd, nebot ddvé predpoklady k nejménd dvoj-
nésobnym vytéZkim oproti izolaci z droZdi normélniho., Del3i vyhodou zpisobu podle vyndle-
zu je zkrdceni doby fermentace o zdvérednou "dozrdvaci" fézi kveSeni bez pPitoku zépary.
Jak je ziejmé z obr. 1, neni ani ¥ddouci, s ohledem ne zachovéni maxima zdsobnich 1ldtek
v drozdi, fermentadni proces déle prodlufovat., ProkvaSend zépara je na konci fermentace
na Ziviny chudd, takZe u droZdi, které je vysoce metabolicky aktivni, pak dochdzi k uti-

lizaci vnitrobunédnych zdsob.



(BT

204 593
Tabulka 3
Mohutnoet kynuti a trvanlivost normélniho lisovaného dro%di v porovndni s lisovanym

drozdim podle vyndlezu z vyroby v droxddrné Liban

Norm&lni lisované drozdi Lisované dro¥di podle vyndlezu
Vyrobni Mohutnost Trvanlivogt Pokusné Mohutnost |Trvanlivosg
garfe kynuti (h p¥i 35°C) garie kynuti (h pPi 35 °C)

g (min,) & (min,)

44 70 96 10 62 120
79 65 T2 38 66 144
91 65 T2 63 60 122
117 65 96 99 + 58 148

VysvEtlivky k tabulce 3

Mohutnost kynuti - viz vysvétlivky k tabulce 2
Trvanlivost p¥i 35 O3 . grvanlivosti se rozumi doba (podet hodin), po kterou drozdi
nejevi p¥i 35 °C pPiznaky rozkladu (ztekuceni) (CSN 56 0188 -

Metody zkoufeni droZdi)

V nésledujicich piikladech provedeni je objasnin zpisob vyroby droZdi podle vy-

ndlezu, ani¥ se jimi jakkoliv omezuje.

P¥iklad 1

Vfchozim materidlem pro vybér produkdniho kmene kvasinek bylo normélni lisované
dro¥di, pFipravené z béinych dro¥d drenskych kultur Tk+L. DroZdi bylo nejd¥ive usufeno
v provozni fluidni susérnd pPi teplotd 30 t 2 %¢ na susinu 92 %. 0,5 kg suchého drozdi
jeme vlo#ili na dobu 64 hodin do termostatu, vyh¥iveného na 46 % 0,5 %c. U vzorka suchého
dro¥d{ jsme pak b&hem 30 minut provedli rehydrataci rozmichénim dro¥di ve 3 1 destilované
vody, ochlazené na + 5 %a. Po odstieddni byla kvasniénd pasta vlisovéna pomoci laborator-
niho plachetkového lisu na sudinu 29 %, 2 dro¥di byly znovu p¥ipraveny granule, které
byly sueny v laboratorni fluidni suddrné vzduchem, pYedehidtym na 30 + 0,5 °¢, po dobu
9 hodin. 2 dro¥di o sudind 96 % vznikla rozmichénim ve sterilni destilované vod& suspense,
kterou jsme po provedeni postupného stovkového a desitkového Pedéni asepticky pipetovalil
do sterilnich Petriho misek s ndsledujfcim pFelivem a rozmichénim ve slabé vrstvé sladi-
nového agaeru. Agarové plotny byly pek inkubovény pFi 28 9¢, Nejrychleji rostouci, aviak
dob¥e izolované kolonie byly po mikroskopické kontrole pieolkovény roztérem na plotnédch

g melasovym agarem nésledujiciho sloZeni :

melasa ( 50 °s) 310 g
superfosfat ' 2 g
voda 1000 ml

Hy80, (96 %) 0,5 ml
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va¥it jednu hodinu a piidat

(NH4)2 80, 4g
(NH4)2 HPO, 3 g
. pH upravit na 6,0, zah¥dt v eutokldvu na 116 °c, doplnit vodou na 1000 ml, zfiltrovat,
piidat 20 g agaru a sterilizovat 20 min. pii 121 °C.

Po néristu kolonif se u paralelnich ploten kontroluje homogenita jednotlivych
1z014t% kultur pPelivovou metodou s TTC (trifenyltetrazolium chlorid) ne vysekyt respi-
radné deficietnich mutantdi a u vybranjch izoldtd se provedou nezbytné'biochemické testy
(KOCKOVA - KRATOCHVILOVA, A. Katalog kultir kvasinek,:Veda, Bratislava, 1977,8.201):
Nepiitomndst ureasy, asimilace dusiSnani (negativni), zkvasSovén{ maltosy, sacharosy, ga-
lektosy & rafinosy. Mimoto provedeme sporuladni test na agaru s octenem draselnym
~ (81iEANKOVA, L., DEMNEROVA, K. OBDRZALEK, V. : Laboratorni névody pro cvideni z mikro-
biologie, skriptum v5CHT, SNTL, Prahe 1974) a kontrolu morfologie askospor.

U#37 vybér produkdniho kmene pak provedeme na z8kladd schopnosti syntézy glyko-
genu a trehalosy za N-limitnich podminek aerobni respirace, nap¥., v laboratorni modifi-

kaoci p¥ikladu 2 nebo 3.

P¥iklad 2

'

K vfrobé expedidniho drozdi III. generace podle vynédlezu se pouZije 100 000 1
kvasnd kéd, kterd se po vydisténi a eterilizaci neplni 45 000 1 pitné vody 30 %c teplé.
Do kéd& se déle naderpd 1 200 1 melasové zédpary 20 %Bg a po p¥idéni 20 kg sirenu amonné-
ho, 6 kg siranu hoie¥netého a nastaveni slabého p¥ivodu vzduchu se provede zakveSeni
k4d¥ ndsednim dro¥dim II, generace, které bylo p¥ipraveno obvykljm zplisobem za pouZiti
produkdniho kmene kvasinek. Na odekévany netwovytdZek 2 500 kg drozdf o sudind 27 % (D27)
se poufije 600 a% 700 kg nésadniho droZdi ve form$ kvasniiného mléka. Poddtedni hodnota
pH se upravi p¥idavkem kyseliny sirové. Nato zading fermentace pFitokem Zivin podle fer-
mentadniho schémetu (tab. 4). V prvni hodin& kvadeni se do kvasné kédd pfidéd D-biotin,
za horke (60 a3 70 °C) rozpudtdny ve 3 litrech vody. Od druhé hodiny fermentace se poetup-
nd zvySuje intenzita vzdusndni kvasné kddé aZ do mexima okolo Stvrté a¥ pdté hodiny, p¥i
némg sé setrvd aZ do konce fermentace (trubkovy vétraci systém). Jakmile skonéi pPitok
melasové zépary,. vzduénéni kvasné kéd se okam¥ité sni¥i ne minimum, které stadi pouze
k slabému michédni obeahu k&d8. ProkvaSensd zdpara se sou¥asnd intenzivnd chlad{ a dro#d{
se neprodlend ze zipary odseparuje. Vyté¥ek drozdi je v priméru asi o 200 kg vys8i neZ
pPedpoklad, 2Zvyfeni z¥ejmé ovliviuje uziti biotinu, ktery se normdlng do kvasdeni nepiidd-

val, Prib&h fermentace a jakost droZdi odpovidd vysledkim, uvedenym v tab. 1, 2, 3.
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Tabulksa 4

Suroviny a schéma kvaSeni III. expedini generace dro#d{ podle vynsdlezu (normélni "Fidk&"

melasovd zépara - dro¥dérna Libén

Pro piipravu zépary : 3 500 kg melasy M50 se z¥edi vodou ne celkovy objem asi 15 000 1
(19 a%¥ 20 °Bg), pH se upravi pomoci sto4 na hodnotu 5,0 (cca 18 aZ

22 1 kone. HZSO4). var 1 hod.

Doba fermentace [PPitok melasové [Siran amonny | Fosforednan 5pavkové>v6éa”
(hod) dpary (obj.dily} (kg) , amom&? sit,:?. 1) ‘
: 59 .

0 10 20 _ - -
1 - - . -
2 5 10 15 -
3 7 10 - 20
4 9 10 - 25
5 10 - 15 20
6 11 . - - 15
7 12 - - -
8 12 - - . -
9 12 - - -
10 12 - - ' -
1 12 : - - -
12 ", 12 - - -

Vv 1. hodind kveSeni se p’idd : 0,75 g D-biotin

6,0 kg giran ho¥ednaty

Priklad 3

V§roba expedidniho droZdi III. generace podle vynédlezu & uzitim kqnqentfované
("nusté") melasové zdpary byla provedena»v.loo 000 1 kvasné kédi, vybavené michadlem
g aeradnim systémem typu FRINGS, podle fermentadniho schématu, zndzorn&ného v tab. 5.
Kalkulace Zivin vychdzela z predpoklédaného vytéZku 12 000 kg dro¥di o suding 27 %. Pro
fermentaci se pou¥ilo v p¥epodtu na susinu 27 % 2 093 kg ndsadniho drozdi II, generace.
Objem piedlohy s nésadnim dro?dim a Zivinami ne zaddtku fermentace &inil 47 200 1. Po
15ti hodindch kvadeni se zv&tSil objem zdpary s dro¥dim na 84 000 1. Podobn& jako p¥i
fermentaci na normélnich zied&nych zdpardch gkon&ilo kvaseni k4d& v 15. hodin&, tj. kdyZ

byl dokonden p¥itok sladké melasové zépary.

V§tézek dro¥di &inil 11 167 kg Dyge Obsah 0,3 % etanolu v prokvaSené zépale

»

v pPepodtu na dro¥di (1 ml etanolu odpovidé 3,732 g droZddi D27) doplnuje celkovy vytdZek
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na pbredpoklédanou hodnotu 12 000 kg. DroZdi mé€lo vybornou mohutnost kynuti (49 min,) i
trvanlivost (144 hodin p#i 35 °C).

SuSenim lisovaného droZdi na provozni fluidni suSdrné (3 h p¥i 30 + 2 %) bylo
ziskéno aktivni suSené droZdi s obsahem suSiny 94 % a mohutnosti kynuti tésta 60 min.
Suché dro¥di mélo Udrinost vice ne¥ 1 rok pfi 5 + 2 °C, pil roku p¥i 20 + 2 °C po zabale-
ni v sé8cich z laminované hlinikové folie typu Svital/PE, bez vakua nebo inertni atmogfé-
ry. Skladovéanim pod dusikem nebo ve vakuu lze jeho trvanlivost prodlouZit asi na dvojnéd-

sobek uvedenych hodnot.

Tabulka 5
Suroviny a schéma kvafeni III, expedidni generace dro¥di podle vyndlezu (koncentrovand

"hugt4" melasovd zdpara - drofddrna Olomouc

Pfiprava zdpary : Melass, pFedeh$4t4 na 60 °C se Fedi vodou na 35 °B§. P¥i této hodnotd
odpovidd 1 kg melesy & 80 % sudinou 2 1 zédpary. Ve sméSovaci nddrii

se soudasné roztok melasy okyseluje pomoci kyseliny sirové na pH 4,5 a
sterilizuje v deskovém vyméniku zdh¥evem ne cca 120 °C po dobu 30 sekund.

Vyvlodkované koloidy a jiné nedistoty se odstrani z hotové zdpary po

je1ig_gch1azeni na 30 °¢ kalovou odst¥edivkou. _
Doba fer~ |pH fermentace | melasové zdpara |&pavkovd voda | kyselina fos- |kyselina sirové
Imentace forednd (75 %) |konec.
__(h) 35 °Bé (1/h) (1/h) (1/h) (1/n)
Y 5,0 730 40 20 -
1 4,1 - - - -
2 4,9 670 55 10 -
3 5,4 920 70 20 -
4 5,3 1040 80 10 -
5 5,5 1220 100 ’ 10 -
6 546 1440 110 20 -
7 545 1560 120 25 15
8 545 1720 ‘ 110 - 15
9 5,3 1800 - - -
10 5,0 1800 - - -
11 5,3 | 1800 - - -
12 545 1800 - - -
13 5,46 1800 - - -
14 5,6 1800 - - -
15 546 1600 - - -
V 1. hodin& kvaSeni se piidd t 2,6 g D-biotin
20,0 kg siran horednaty
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PEEDMET VYNALEGZU

Zpisob vyroby pekafského droZdi s vysokym obsahem glykogenu & trehalosy, zvySenou
trvanlivosti & odolnosti k dehydrataci, vyznaleny tim, %e produkdni kmen kvasinek, izolo-
vany z bund3né populace, kterd byla vystavena pelekdnimu pisobeni zvySené teploty, opako-
vaného vysuSeni a rehydratace, se poufije k p¥ipravé nésadniho drozdi pro fermentadni
proces, rizeny tak, Ze veSkeré minersdlni dusikaté a fosforedné ¥iviny se v mnoZstvi odpo-
vidajicim celkovému vytéZku drozd{, pFivéd&jf do kvesné kédé v prvych hodindch kveSeni a
jejich piidavek skondi nejpozdéji do prvé poloviny celkové doby fermentace, takie béhem
dal$iho kvadeni nejsou do k4d& pFivédény jiné Ziviny neZ Zisté melasovd zépara, jejiZ

pFitok ukonduje kvasny proces, ani¥ je nutnd perioda dokvédeni bez p¥itoku Zivin.

1 vykres
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