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(54) Spdsob pestovania kvasiniek produkujiicich vi&sie mno¥stvo ergosterolu

Vynalez sa tyka spOsobu pestovania kvasi-
niek produkujtcich vé&3ie mnoZstvo ergostero-
lu.

Povodne sa pouZivali k nahromadeniu ergo-
sterolu pivovarské alebo pekdrske kvasnice,
teda kultiry napestované v pivnej mladine ale-
bo v melasovej zdpare. Neskorsie sa pristipilo
k pestovaniu ¢istych kultdr v tekutych pro-
striedkach, prirodzenych, ako je sladina alebo
melasa, alebo umelo zostavenych z minerédl-
nych soli, cukrov a vitaminov. PretoZe pre tvor-
bu ergosterolu je doleZité, aby kultira mala
pocas pestovania dostatodny pristup vzduchu,
boli tieto kulttGry pestované za vetrania alebo
na reciprokych alebo rotaénych trepadkach.
Ergosterol sa hromadi v bunkdch kvasiniek
hlavne rodu Saccharomyces a jemu pribuznych
rodov, ako napr. Kluyveromyces, v mnoZstve
0,1 aZ 3 %, zatial &o celkové steroly médzu do-
stahnut 10 aZ 12 %. Celkovy prehlad doteraj-
S§ich skiisenosti s pestovanim a vyberom kultdr
podavaji: M. Khanna, O. P. Shukla, Indian J.
Exptl. Biol. 14, 729, 1976; a C. S. Penman, J. H.
Duffus, Ztschr. Allg. Mikrobiol. 16, 483, 1976.

Podstatou vyndlezu je spdsob pestovania kva-
siniek produkujdcich vd&Sie mnoZstvo ergoste-
rolu, ktory sa vyznaduje tym, Ze sporogénne
kmene, ktoré maji kvocient povrch/objem bu-
niek men3i alebo rovny 1 sa pestuji na pev-
nych pddach pokrytych polopriepustnou bla-
nou s prisadou aminokyselin, ktoré maja siru

v molekule a za dostatotného pristupu vzdu-
chu.

Zdlhavy postup pestovania biomasy kvasi-
niek v tekutych pdédach na trepackach, odstre-
dovanie a vypieranie biomasy sa nahradilo pe-
stovanim na pevnych pédach. Sladinovy alebo
melasovy agar alebo iny sa vylieva do Petriho
misiek o priemere 15 aZ 20 cm a na jeho po-
vrch sa poloZi celofdnovd folia. Kvasinky sa
ockuji na povrch tejto félie a rastii a rozmno-
Zuju sa z latok difundujicich z agaru cez féliu.
Po napestovani biomasy sa tdto tupou Spacht-
lickou z folie odstrani, suspenduje vo vode a ly-
ofilizuje. Pre stimuléciu tvorby ergosterolu
v biomase producentov sa odportiéa pridat do
agaru aminokyseliny so sirou v mno¥stve asi
20 mg na 500 ml pody.

Obsah ergosterolu sa preveril u 55 zastup-
cov rodov kvasiniek, pritom sa zistilo, Ze naj-
lepSi producenti ergosterolu st medzi jedno-
bunkovymi kvasinkami z rodov Saccharomyces,
Kluyveromyces, Lodderomyces, Saccharomyco-
des, Schizosaccharomyces, ktorych kvocient
povrch/cbjem je mensi ako 1, alebo rovny 1.

PrednoZeny vyndlez md vyznam v tom, Ze sa
tymto postupom vyladi proces odstredgovania
kvasiniek, ich vypieranie vodou a opétovné od-
stredovanie. Ergosterol sa stanovuje priamao
alebo z lyofilizovanych vzoriek. Spdsob pesto-
vania kvasiniek a spdsob vyberu kmeiiov kva-.
siniek  produkujicich ergosterol umoZiujd
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rychle presetrenie sérif kmefiov s dobrym pred-
pokladom tispechu.

Priklad

Kmeti Saccharomyces cerevisiae, napr. CCY
21-4-32 alebo CCY 21-4-21 sa zaockuje do sladi-
ny o 7 % hmot. extraktu a pestuje sa za opti-
maélnej teploty, napr. 28 °C po dobu 72 hodin.
Potom sa zmeria 100 buniek na dlZku a 3irku.
7 nameranych hodnét sa stanovia priemery

a diZko-$irkovy pomer (d:8). Zisti sa, Zed oy
—32 = 6,09 £ 0,0993 ym, d:3 = 1,08, P/O0 =

- 0,96, alebo:fCCY 21—4—21 = 7,39 i 0,1513
as$coy 21—4—21 = 0,38 -+ 0,1607 um, d:3 =

— 1,16, P/O = 0,90. Kvocient P/O sa zisti z no-
mogramu {obr. 1]. Morfologické parametre po-
skytujt teda dobré predpoklady, Ze kmene bu-
dd dobri producenti ergosterolu.

Medzitym sa pripravi sladinovy (alebo iny
agar) o 7 % hmot. extraktu s prisadou 20 mg
L-metioninu na 500 ml a 1,5 % agaru. Sterilny
a roztopeny agar sa vyleje do Petriho misiek
o priemere 15 cm. Na povrch utuhnutého agaru
sa poloZi kotd¢ celofdnovej folie o priemere
o 1 cm vdd$om, ako je priemer misky, takZe
okraje sa zahybajl hore a nie je nebezpedie, Ze
suspenzia podtecie pod foliou. Celofanové folie
sa vopred pokladd do vagsich Petriho misiek
(priemer 20 cm], poprekladaji kotaémi filtrac-
ného papiera, aby sa nezlepili, a ponorené vo
vode sa sterilizuja v prudiacej pare. Agary
s foliami sa odkuji pripravenou kultdrou na
sladinovom agare 24 aZ 48 hodin starou. Kulta-
ra sa suspneduje do sterilnej vody a mé husto-
tu zhruba 107 buniek v 1 ml. 2 ml dobre homo-
genizovanej suspenzie buniek sa rozotrd po po-
vrchu celofdnovej félie zahnutou sterilnou
sklenenou ty&kou, ruéne alebo pomocou otaca-
cieho stolika. Pritom sa e$te folia dobre pritla-
¢1 k agaru.

Misky sa inkubuji po dobu 3 aZ 4 dni pri
25 a% 28 °C. Za tychto podmienck byva produk-
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cia ergosterolu najvéc¢sia. Po inkubécii sa na-
rastend biomasa opatrne zoskrabe Spachtli¢kou
s tupou hranou, aby sa félia nepotrhala, a su-
spenduje vo vode pri hustote asi 1010 buniek
v 1 ml a lyofilizuje sa to (moéZe sa v3ak tieZ
stanovit ergosterol vo vihkych kvasinkach
priamo).

Alikvotne mnoZstvo lyofilizovanych alebo
vlhkych kvasiniek sa zmydeliiuje 40% KOH,
extrahuje éterom, odpari a ergosterol sa stano-
vi spektrofotometricky po prevedeni do etano-
lu alebo iného rozpustadla. Od&ita sa z vrcholu
pri 282 nm a prepocitava na 0% ergosterolu
v su$ine kvasiniek. Tak z dvandstich stanovi
vzorky CCY 21-4-21 bol zisteny obsah ergoste-
rolu 3,64 = 0,42 % v su$ine biomasy. Tabulka
(viz priloha) ukazuje zdvislost medzi obsahom
ergosterolu v biomase kvasiniek a ich kvocien-
tom povrch/objem buniek.

Tab. 1. Niekolko ukaZok vztahu medzi produk-
ciou ergosterolu a kvocientom povrch/objem
buniek

Kvocient
Kmeii kvasinky 0 ergosterolu  povrch/objem
tislo v sudine buniek
CCY 21-34-1 0,36 1,75
CCY 21-3-1 0,66 2,14
CCY 48-67 0,73 1,32
CCY 21-50-2 0,79 1,26
CCY 48-78 0,90 1,47
CCY 21-4-13 1,01 1,02
CCY 21-4-36 1,27 1,37
CCY 21-4-18 2,03 1,15
CCY 21-4-1 2,05 0,98
CCY 22-3-42 2,21 1,05
CCY 28-75 2,32 0,95
CCY 21-4-32 2,64 0,96
CCY 21-4-21 3,80 0,90

Poznamka k tab. 1: U 32 kmeiiov rodu Saccha-
romyces bola vypoé&itand koreldcia medzi ob-
sahom ergosterolu a kvocientom P/0. Vypodi-
tany korelaény koeficient &nil — 0,540 (t.j.
54% zaporiid koreldcia, o znamend, Ze so zni-
Yovanim jednej hodnoty sa zvySuje druhd].

Predmet vynédlezu:

Sposob pestovania kvasiniek produkujdcich
vadiie fino¥stvo ergosteroly, vyznadujtci
sa tym, Ze kmene kvasiniek, ktoré maju
kvocient povrch/objem buniek men3i ako jedna

alebo rovnak{y jednej sa pestuji ha pevnjych
podach pokrytych polopriepustriou blanou
s prisadou aminokyselin, ktoré maja siru v mo-
lekule a za pristupu vzduchu.
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