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Prisada ke zvySeni produkce pigmenti v submerznich kulturich mikroskopickych hub
a zpusob jeji vyroby

Oblast techniky
Vynélez se tyka slozeni ptisady do tekutych pid jako prostiedku, ktery slouzi k optimalizaci

biotechnologické vyroby pigmentu s vyuZitim specialnich kment mikroskopickych hub
a zpusobu jeji vyroby.

Dosavadni stav techniky

Fermentace zistava stale vhodnym technologickym postupem pro vyrobu nejriiznéjsich druhd
potravin nebo aditiv. Pii vyrobé barviv jako potravinafskych pfidatnych latek (aditiv),
oznacovanych evidencnimi kédy (E) a majicich za ukol obnovit piivodni vzhled potravin, jejichz
barva byla dotfena zpracovanim, skladovanim, balenim nebo distribuci, dale zvysit vizualni
piitazlivost potravin a v neposledni fadé obarvit jinak bezbarvé potraviny (Emerton V., Choi E.:
Additives. Essential Guide to Food Additives (3), 101-319, 2008), se vyuziva nejnovéjsich
poznatkii pravé z oblasti biotechnologie. Evropsky ufad pro bezpelnost potravin (EFSA)
provéfuje bezpecnost (zdravotni nezavadnost) viech pfidatnych latek, p¥i¢emz mezi prvnimi
posuzovanymi latkami, byla potravinarska barviva. V poslednich letech se objevilo podezieni, ze
nékterd pfirodné identicka barviva produkovana synteticky nebo dokonce i pfirodni potravinafska
barviva (napf. kosenila) mohou mit vliv na chovani déti. Trendem soucasné doby je zvysena
iniciativa vyrobcli potravin a poskytovateld stravovacich sluZeb odstranit néktera synteticka
barviva z vyrobki (napi. E 102, E 104, E 110, E 122) a nahradit je ptirodnimi zdravotné
nezavadnymi.

Nézory na zdravotni nezdvadnost barviv se neustdle vyviji a jsou Zivé. Nedostate&né jsou
napiiklad zhodnoceny mozné toxické interakce mezi latkami ve smési, chybi pochopit
mechanismy toxicity a ustavit prediktivni matematické a biologické modely. Posledni polemiku
ohledné genotoxicity zpisobila barviva na bazi sulfonovanych azo-slou¢enin: Amaranth (E 123),
Ponceau 4R (E 124), Sunset Yellow FCF (E 110), Tartrazine (E 102)
a Azorubine/Carmoisine(E 122). (EFSA Journal 2010;8(10):1778) Ackoliv bylo prokazano, Ze
konzumace téchto aditiv nepredstavuje riziko, EFSA presto doporucuje daldi nové dopliujici
testovani a potraviny obsahujici jedno nebo vice t&chto potravinafskych barviv (E 110, E 104,
E 122, E 129, E 102, E 124) musi v oznaCeni obsahovat dopliiujici informace: ,,mohou nepfiznivé
ovliviiovat cinnost a pozornost deti“.
http://www europarl.europa.eu/sides/getDoc.do?language=en&type=IM-
PRESS&reference=20080707IPR33563; https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/ans091112.
Biotechnologicka produkce potravinafskych barviv ma potencial nahradit diskutovana piirodné
identicka barviva produkovana synteticky z vysoce piedisténych ropnych produktd, piipadng
pfirodni barviva majici své limity v sezénnosti suroviny, dale pak v mensi barevné stalosti,
citlivosti vii¢i svétlu, zahfevu, oxidaci a mnohdy problematické rozpustnosti ve vods.

Zdrojem pfirodnich barevnych latek, nejcastéji ve formé pigmentd, jsou rostlinné i Zivodisné
druhy, nékteré mikroorganismy, lidejniky a houby (Velisek J., Haj$lov4 J.: Chemie potravin II,
Ossis, Tabor, 602, 2009).

Globalni trh s pfirodnimi barvivy byl v roce 2014 odhadovan na 1 144 milioni US$ s predikci
ristu na 1 698 US$ milionii do roku 2020, coZ pfedstavuje narist 6,8 %, pfi¢emZ dominantni
podil predstavuji karotenoidy s podilem na trhu 31,8 %.
(http://www.futuremarketinsights.com/reports/global-natural-food-colours-market)

Ke spolecnostem hrajicich vyznamnou roli na mezinarodnim globalnim trhu patii ptedevsim
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firma Chr. Hansen A/S s podilem 18 %, na produkci karminu 70 %. Velka nevyrovnanost
v cenach na komoditnich burzach, napt. 1 kg/400 EUR (2010) a 1 kg/57 EUR (2014), spolu
s nutnosti omezit tento pigment z divodi legislativniho sniZeni mnozstvi hliniku, nuti firmy
k vyznamnym inovacim.

Mezi vyznamné producenty pigmentii dale patii Sensient Technologies Corporation and Kalsec
Inc., DDW, Naturex S.A., ADM (Wild flavors Inc.), ROHA Dyechem Pvt. Ltd.,, GNT
International B.V., DIC Corporation, and LycoRed Ltd.

V Ceské republice se vyrobou mikrobialniho pigmentu historicky komer¢né zabyvala pouze
jedina firma ASCOLOR BIOTEC s.r.o. s barvivem Arpink RedTM. V soucasné dobé na jeji
Cinnost navazala firma NATURAL RED a.s., ve spoluprici s VUPP, v.v.i., s poloprovozni
vyrobou o objemech 3000 1. Producentem tohoto erveného pigmentu je kmen mikroskopické
houby Penicillium oxalicum var. Armeniaca. Na zakladé souhlasného stanoviska Ministerstva
zdravotnictvi CR a po piedlozeni pozadované dokumentace JECFA konstatoval, Ze nejsou
namitky vi&i pouziti Arpink Red do masnych vyrobkii a analogli masa a masnych vyrobkil
(v mnozstvi az 100 mg/kg), dile do nealkoholickych napoji (v mnozstvi az 100 mg/kg),
alkoholickych napojii (v mnozstvi az 200 mg/kg), mléEnych vyrobkii (v mnoZstvi az 150 mg/kg),
mrazenych krémii (v mnoZstvi az 150 mg/kg) a cukrovinek (v mnoZzstvi az 300 mg/kg).

S ohledem na predpokladanou zménu legislativnich nafizeni byla platnost stanoviska JECFA
omezena do 31. 12. 2002. V soucasné dobé se piipravuji nové podklady k legislativnimu fizeni.

Z nepieberného mnozstvi moznych mikrobialnich producentd pigmentd, které mohou nalézt
uplatnéni v potravinafském primyslu, je mozno ilustrativné uvést nap.: Xanthophyllomyces
dendrorhous — Astaxanthin, Monascus sp. - Ankaflavin Color supplement, Monascorubramin,
Rubropunctatin, Penicillium oxalicum — Anthraquinone, Fusarium sporotrichioides — Lycopene,
Saccharomyces neoformans — Melanin, Rhodotorula sp. — Torularhodin, Flavobacterium —
Zeaxanthin, Agrobacterium auranticum — Astaxanthin, Mycobacterium lacticola — Astaxanthin,
Flavobacterium sp. — Zeaxanthin, Blakeslea trispora a Dunaliella salina — 1-Carotene, Blakeslea
trispora - Lycopene, Spongiococcum excentricum - Lutein.
(https://www.hindawi.com/journals/ab/2014/837891/)

Kultivaci mikroskopickych hub midZze mnoZstvi barevné vyznamnych slozek sekundarnich
metabolitdi, tzn. pigmentii, dosahovat ve fermentaénim prostfedi az nékolik grami na litr.
O vyznamu vytvoienych pigmentil pro vlastni Zivou kulturu je mozno pouze spekulovat. Mize se
jednat o vysledny koneény produkt n&které vedlejsi metabolické drahy, nebo o plnéni ochranné
funkce vlastni kultury. Mezi vyrazné vlastnosti pigmentu patfi silnd antioxidacni aktivita, ktera
mé pozitivni vliv zejména v prevenci srde¢né cévnich a nadorovych onemocnéni. Uplatnéni
plisfiové myceliarni biomasy jako meziproduktu pfi biotechnologické vyrobé v krmivaistvi nebo
pii vyrobé potravin je dana zékladnim striktnim pozadavkem na zdravotni nezavadnost z hlediska
produkce toxinii. Tento narok lze do jisté miry splnit vybérem vhodnych kmeni a dpravou
slozeni kultivagni pidy. Jako dusikaté komponenty Zivnych pid je mozno vyuZit kvasni¢ny
extrakt (HY-Yest 412 Powder) majici obsah dusiku 10 az 12 % nebo surovinu Hy-Case SF
s obsahem 8 aZ 12 % amino dusiku (Technické specifikace vyrobkt firem Kerry Ingredients &
Flavours, resp. Sigma-Aldrich). Biotechnologicka pfiprava Cerven¢ho pigmentu by mohla byt
alternativni nahradou nebo doplnénim dosud pouZivanych ¢ervenych pigmenti ve farmacii nebo
potravinaistvi (napf. koSenila). ZvySovani dusikaté slozky pomoci kvasniéného extraktu nebo
hydrolyzatu mlééného kaseinu pro pfipravu zivnych piad pro produkci pigmentid
mikroskopickymi houbami souvisi zarove se zvy3ovanim balastnich latek (popeloviny).

Informaci o komeréni nebo potencidlni vyuZitelnosti plisiovych kultur produkujicich pigmenty
v krmivaiském, farmaceutickém nebo potravinafském pramyslu, je v souasné dobé velmi mélo.
P¥i fizené kultivaci mikroskopickych hub vznika soubé&zné s preferovanym barvivem i plisiiova
myceliarni biomasa, kterd je také bohatym zdrojem celé fady biologicky aktivnich latek.
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Plisiovou myceliarni biomasu je mozno ziskat z prokvasené plisiiové kultury oddélenim na
kalolisu nebo separaci na odstfedivce. Izolovana myceliarni biomasa obsahuje, vedle
vyznamného mnozstvi vlakniny, také vyznamné mnoZstvi proteini, vitamin®, mineralnich latek
a nékterych imunostimula¢nich faktori.

Praktické vyuziti samotné plisiiové mycelidrni biomasy je zatim popsano jen velmi ojedinéle.
V literatufe se uvadi vyuZiti této mykoproteinové biomasy v krmivaistvi jako suplement proteini
a vitamini pod nézvem ,Terlikin“ (bilkovinovitaminovy preparit ziskany z biomasy
naprodukované na odpadnich produktech pfi zpracovani brambor). V potravinafstvi tvoii
mykoproteinova biomasa zaklad fady vyrobki, které nabizi fetézce supermarketi Sainsbury ve
Velké Britanii pod nazvem ,Sainsbury's Quorn® (napf. Sainsbury's Quorn pie, Quorn Swedish
style balls).

Velmi perspektivni se ukazuje vyuziti plisiiové myceliari biomasy k izolaci glukant (Kyanko,
M.V., Canel, R.S., Ludemann V., Pose G., Wagner J.R.: B-Glucan content and hydration
properties of filamentous fungi. Applied Miochemistry and Mikrobiology (49), 1, 2013, 41-45;
Park H.S., Yu Y.M,, Lee M.K., Maeng P.J., Kim S.C., Yu J.H.: Velvet-mediated repression of -
glucan synthesis in Aspergillus nidulans spores. Scientific Reports., (5), Article number: 10199
2015). Glukany jsou zakladem vnitini struktury bunéénych stén. Tvar a sila bun&k zavisi na
glukanové vrstvé. Cisté glukany mohou byt vyuzity jako imunostimulatory pii aplikacich
v medicin€ a veterindrnim lékafstvi, protoZe podporuji produkci monocytii, neutrofyli, kolagenu,
elastinu a stimuluji makrofagy, aby zvysily i interleukinovou reakci. Imunostimulaénim
pusobenim jsou glukany vyznamné zejména pro prezvykavce. Glukany hraji vyznamnou roli i v
pfipadé snizovani cholesterolu.

V patentové literatufe je fada odkazi na pouziti glukanii v potravinafském pramyslu jako
ztuzovadel potravin s mékkou strukturou (napf. smetanové syry, nahrady tukd apod.) nebo pro
enkapsulaci chutovych latek (Sommer R. (1998): Yeast extract: productions and components.
Food Australia, (50), ¢.4, 181-183).

Velka pozornost v biotechnologii plisiiovych kultur je vénovana samotné produkci a izolaci
naprodukovanych pigmenti, které by mohly byt nihradou za pouZivana synteticka ptirodné
identicka barviva. MnoZstvi produkovaného pigmentu v tekutych pidach je mozné ovliviiovat
vybérem vhodnych kultivacnich médii, dale vzajemnym pomé&rem obsazenych slozek nebo
pfidavkem nékterych stopovych prvki.

Produkovany pigment je moZno ziskavat ze supernatantu mikrofiltraéni a dile nanofiltradni
technikou ve formé& vysoce koncentrovaného stabilniho preparatu vyuzitelného v potravinarstvi
nebo ve farmaceutickém primyslu.

Vramei feSeni projektu MZe QEO0180 ve spolednosti VUPP, v.v.i. »Zpracovani a vyuziti
odpadniho mycelia po vyrob& potravinarské kyseliny citronové pro dalSi primyslové aplikace*
byly hledény zpiisoby vyuziti odpadniho plistiového mycelia Aspergillus niger jako cenné
suroviny (napf. svyznamnym obsahem vlékniny potravy, glukani, amylolytickych,
pektolytickych, proteolytickych enzym@ a kyselé fosfatazy) pro vyvoj novych pekaiskych,
ovocnych a zeleninovych vyrobkii a vyznamného zdroje chitinu a chitosanu.

SlozZeni zivné pldy zasadn& ovliviiuje ziskavani vyse popsanych dvou zakladnich slozek
fermentace, tzn. pigmentu a mycelidrni biomasy. Neexistuje absolutné piima korelace mezi
produkei plisfiové mycelidrni biomasy a mnozstvim vytvoreného pigmentového produktu.
Nevhodny pomér uhlikové a dusikové slozky média vede k nadmérné tvorbé biomasy na fkor
preferované produkce pigmentové slozky.

Ukolem vynélezcii bylo nalezeni vhodné vysokoproteinové ptisady do tekuté produkeni pady pro
plisfiové kultury tak, aby bylo dosazeno omezeni produkce nadmérného mnozstvi mycelia na
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tikor produkce pigmentu a zaroveti, aby doslo k vyssi efektivité pribéhu kultivaniho procesu.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrafiuje aminodusikova ptisada do zivné pidy za uelem zvySeni
produkce pigmentii v submerznich kulturach mikroskopickych hub a zpisob jeji vyroby, podle
tohoto vynalezu, jehoZ podstata spociva v tom, Ze pocate¢ni obsah Zivin v tekutych pidach je 1,0
az 2,0 % hmotn. sacharézy, 0,05 az 0,1 % hmotn. kvasni¢ného extraktu a 0,2 az 1,0 % hmotn.
piisady obsahujici aminokyselinami fortifikovany hydrolyzat proteini s obsahem 10 az 18 %
hmotn. amino dusiku.

Pocateéni pomér obsazenych zivin v tekutych pidach je udrzovan na poméru 30 az 150 mg
amino dusiku na 1 g vloZenych sacharidi, pfi¢emz Ziviny v tomto poméru jsou vloZeny na
potatku kultivace. Pogateni pomér obsazenych zivin v tekutych pldach je udrzovan na poméru
30 az 150 mg amino dusiku na 1 g vlozenych sacharidd, pficemz tento pomér Zivin je udrzovan
postupnym davkovanim roztokd uhlikatého zdroje nebo vysokoproteinového hydrolyzatu
s upravenym pH na 9,5 az 10 pomoci ¢asového harmonogramu nebo regulaénim pH metrem pfi
poklesu pH média. Jako slozky Zivného média jsou vyuZivany vysokoproteinové hydrolyzaty,
vyrobené na bazi zivoéisnych, rostlinnych nebo mikrobiainich proteinii, dile asimilovatelné
sacharidy a mikrodavky kvasni¢ného extraktu. Optimalni pocate¢ni pomér uhlikatych a amino
dusikatych slozek zivného média je v rozmezi 50 mg az 80 mg amino dusiku na 1 g vloZeného
sacharidového zdroje. Udrzovani optimalniho poméru Zzivin je zajiSt€no davkovanim
amoniakalniho roztoku sacharézy, resp. roztoku vysokoproteinového hydrolyzatu upravenych na
pH 9,5 az 10. Vhodnymi rody mikroorganismi tvofici barevné pigmenty jsou Talaromyces nebo
Monascus.

Vynilez si klade za cil dat k dispozici vysokoproteinovou piisadu do tekutych pid, uréenou
k optimalizaci technologického postupu s cilem zrychleni a dosazeni zvy3eni produkce pigmentu
v kultivaénim médiu.

Pro maximalni produkci pigmentu, byla provedena tprava poméru zakladnich slozek média (tzn.
dusikaté a uhlikaté) ve prospéch dusikaté tak, aby pocate¢ni pomér obsahu amino dusiku a uhliku
v kultivaénim médiu byl udrzovan na optimalnim poméru minimainé 30 az 80 mg amino dusiku
na | g vlozeného uhlikatého zdroje. Tohoto optimalniho poméru uhlikatych a dusikatych latek lze
dosahnout apravou receptury piipravy pidy s vyuzitim nové zavedeného vysokoproteinového
hydrolyzatu, obsahujiciho miniméln& o 150 % vétsi mnoZstvi asimilovatelnych amino dusikatych
latek oproti piivodné pouzivanému kvasni¢nému zdroji dusiku. ZvySeny obsah dusikatych latek
je v optimalnim mnoZstvi zaveden bud’ na zaCatku kultivace, nebo je udrzovan postupnym
davkovanim rozdélené celkové uhlikaté davky, nebo postupnym dopliiovanim spotiebovaného
zdroje amino dusiku. Vyuziva se k tomu, vedle vlastniho analytického stanoveni obsahu Zivin,
Gprava Gasového harmonogramu davkovanych sloZek nebo davkovani téchto Zivin pomoci
regulaéniho pH metru. Optimalizovany kultivacni postup zvySuje rychlost produkce barevného
pigmentu, a to pfi radikalnim sniZeni vyrobnich nakladi na pfipravu produkéni zivné pudy.

Nasledujici pfiklady provedeni fermenta¢niho procesu, podle vynalezu, pouze dokladaji, aniz by
ho jakkoliv omezovaly.
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Priklady uskute¢néni vynalezu

Priklad 1

Vliv délené dusikaté slozky v zivné srovnavaci tekuté kontrolni pidé na pribsh produkce
Cerveného pigmentu - rizny pocateéni pomér dusikaté a uhlikaté slozky.

Kultivatni pokusy skmenem Talaromyces purpurogenus byly vedeny v Erlenmayerovych
barikach s uzite¢nym pinénim 500 ml Zivné pidy na rota¢ni tfepaéce (100 RPM) pii teplots 29 °C
s dobou kultivace 48, resp. 140 hodin. Podminky srovnavacich pokusii byly nastaveny tak, aby
u v8ech variant kultivacnich pid (tzn. E, F, G a kontrolni H) byla vloZena na po&atku kultivace
stejnd mnoZstvi uhlikatého zdroje (tzn. sacharéza) ve vysi 1,8 % hmotn. a riizné po&atedni davky
dusikaté slozky (kvasniény extrakt) od extrémné nizké davky 0,1 % hmotn. aZ po konenou
koncentraci dusikaté slozky 0,6 % hmotn. Po 48 hodinach kultivace byla média E, F a G
suplementovéna dodateénym odstupfiovanym mnozstvim p¥idatného dusikatého zdroje az po
doplnéni na finalni koncentraci 0,6 % hmotn. Doplnénim této slozky bylo vyrovnano celkové
slozeni zivnych latek ve vech variantach pid. V pribéhu kultivace byl u viech variant ovéfovan
rozdil v produkei pigmentu a tvorbé plistiové biomasy (Tab. 1). Na zakladé vysledka bylo
konstatovano, 7e mnozstvi polateéni koncentrace dusikaté slozky bylo v piimé korelaci
s rychlosti a vytéZnosti pigmentu (vyjadieno absorbanci A4s). Srovnavaci variantu predstavovala
kultivatni piida H o slozeni dle patentu CZ 285 721 B6 ur&ena pro kultivaci mikroskopické
houby Penicillium oxalicum var. Armeniaca. Nejvyssi produkce pigmentu v tomto srovnavacim
pokusu byla zjisténa ve varianté pidy H s po¢ate¢nim nejvy$sim pomérem slozek dusiku a uhliku
34,4 mg dusiku (16,6 mg amino dusiku) na 1 g vlozené uhlikaté slozky. SniZeni pocateéni
pedlohy dusiku od 5,7 do 22,8 mg na 1 g vlozené sacharézy (zdroj uhliku) negativné
ovliviiovala produkci pigmentu. Naproti tomu byla pii téchto nizsich dusikatych predlohach
zjist€na vyssi produkce myceliarni biomasy.

Tabulka 1. Sledovani vlivu podminek kultivace mikroskopické houby kmene T. alaromyces
purpurogenus na tekutych pidach s riznym obsahem amino dusikatych Zivin

Varianty zivné pidy E F G H
Pocate¢ni predloha N-slozky 0,1 0,2 0,4 0,6
média (kvasniény extrakt) (%)
Pocateéni obsah amino dusiku 5 10 20 30
(mg)
Pocatecni piedloha C-slozky 1,8 1,8 1,8 1,8
média (sachar6za) (%)
Pocatecni pomér mg dusiku /1 5,7 11,4 22,8 34,4
sacharozy
PoCateCni obsah mg amino 2,7 5,5 11,1 16,6
dusiku/1 g sacharézy
Pocateéni refrakce 2,2 2,2 2,4 2,6
Rf (%)
Rozd€lené davkovani N Zivin po 48 hodinach — regulace pH metrem nebo dle dasového
harmonogramu
Dodatek zbyvajiciho mnoZstvi 0,50 0,40 0,20 0
N-slozky (%)
Celkové vloZené mnoZstvi N- 0,6 0,6 0,6 0,6
slozky (%)
Pocate¢ni pH 6,65 6,22 5,77 5,55
Zména pH po 48 h 6,18 5,97 5,75 5,86
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Varianty Zivné pady E F G H
Zména pH po 140 h 6,30 6,38 5,68 6,52
Snizeni Rf po 48 h 0,2 0,2 0,4 0,6
Snizeni Rf po 140 h 0,6 0,6 0,6 0,6
Dosazena absorbance 0,110 0,080 0,123 0,213
Ados Po 48 h

Dosazena absorbance 0,297 0,413 0,286 1,759
A494 po 140 h

Index As94/% Rf po 48 h 0,555 0,400 0,307 0,355
Index A494/% Rf po 140 h 0,495 0,688 0,476 2,931
Koncentrace biomasy v médiu 0,56 0,22 0,32 0,36
po 48 h (%)

Koncentrace biomasy v médiu 1,2 0,92 0,52 0,56
po 140 h (%)

Priklad 2

Vliv délené uhlikaté slozky v kultivaénich pidach na pribéh produkce Cerveného pigmentu —
riizny pocateéni pomér dusikaté a uhlikaté slozky média.

Kultivaéni pokusy skmenem Talaromyces purpurogenus byly vedeny v Erlenmayerovych
barikach s uzite¢nym plnénim 500 ml Zivné piidy na rotaéni tfepacce (100 RPM) pfi teploté 29 °C
s dobou kultivace 40, resp. 160 hodin. Vyznamny vliv poméru pocateéni dusikaté slozky na
vlozeny uhlikaty zdroj popsany v ptikladu 1 byl potvrzen dalim srovnavacim pokusem, v kterém
bylo u viech variant pouZitych pid vloZeno stejné pocatecni mnozstvi dusikaté latky (0,6 %
hmotn. kvasni¢ného extraktu) a u jednotlivych variant srovnavaciho pokusu bylo ménéno pouze
mnozstvi pocateéni davky uhlikaté slozky. Po 40 hodinach byl obsah uhlikatych latek doplnén na
obsah 1,8 % obsahu sachardzy. Srovnavaci pokusy potvrdily, Ze na produkci pigmentu a biomasy
ma vliv po&ateéni pomér dusikaté slozky ke zdroji uhliku (Tab. 2). Srovnévaci variantou byla
v tomto piipadé kontrolni pida D, ve které byly veskeré dusikaté i uhlikaté Ziviny pfidany na
pocatku pokusu, coz predstavuje pomér 34 mg dusiku (16 mg amino dusiku) na 1 g vlozene
sacharozy (zdroj uhliku). U ostatnich variant Zivnych pid se pocate¢ni pomér dusiku na 1 g
sacharézy pohyboval v rozmezi 41 az 102 mg. Vysledky analytického Setfeni po 40 hodinach,
resp. 160 hodinach potvrdily vyznamnost tohoto poméru. Nejnizsich vysledki, které se tykaly
produkce pigmentu, bylo jednoznaéné dosazeno ve srovnavacich pokusech s kontrolni variantou
pidy D, kdy byla produkce pigmentu po 40 a 160 hodinach nizsi o 32, resp. 37 % hmotn. ve
srovnani s pidou A. Nizsi obsah predlohy dusikaté slozky na 1 g sacharézy mél pozitivni vliv na
tvorbu plisiiové biomasy, pfi¢emz rozdil jednotlivych variant byl od 5 do 35 % hmotn. po
40 hodinach a od 4 do 37 % hmotn. po 160 hodinach kultivace. Hodnoceni tvorby pigmentu
vyjadiené absorbanci a ubytkem refrakce ukazovalo niz8i vytéZnost pigmentu na jednotku
snizené refrakce (1,43 v kontrolni pidé D vuci 1,72 ve varianté A).
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Tabulka 2. Srovndvaci kultivaéni test mikroskopické kultury Talaromyces na tekutych padach
s riznou pocate¢ni koncentraci C zdroje (sacharéza) a vliv na kultivaéni parametry (rychlost
produkce pigmentu (absorbance Asos), produkce biomasy a vytéznost béhem kultivace)

Varianty pidy A B C D
Pocatecni predloha C-slozky média 0,6 1,0 1,5 1,8
sacharéza) (%)
Pocate¢ni predloha N-slozky média 0,6 0,6 0,6 0,6
kvasni¢ny extrakt) (%)
Pocate¢ni obsah amino dusiku (mg) 30 30 30 30
Pocate¢ni obsah mg amino dusiku/l g 50 30 20 16
sachar6zy
Pocatecni refrakce Rf (%) 1,4 1,8 2,4 2,7
Piepokladana refrakce Rf (%) 2,7 2,7 2,7 2,7
Rozdélené davkovani C Zivin po 40 hodinach — regulace pH metrem a dle ¢asového
harmonogramu
Dodatek zbyvajiciho mnozstvi C- 1,2 0,8 0,3 0
slozky (%)
Celkova vlozena C-slozka 1,8 1,8 1,8 1,8
Pocatecni pH 6,2 6,3 6,2 6,2
Zména pH po 40 h 5,9 58 5,9 5,9
Zména pH po 160 h 6,4 6,8 6,3 6,2
Snizeni Rf po 40 h 0,4 0.4 0,5 0,4
SniZeni Rf po 160 h 1,4 1,3 1,3 1,1
DosaZena absorbance 0,292 0,306 0,258 0,198
Asos po 40 h
Dosazena absorbance 2,408 2,312 1,920 1,527
A494 po 160 h
Index A494/% Rf po 40 h 0,73 0,76 0,51 0,49
Index A494/% Rf po 160 h 1,72 1,77 1,47 1,43
Koncentrace biomasy v médiu po 40 h 0,24 0,60 0,64 0,60
(%)
Koncentrace biomasy v médiu po 160 0,48 0,76 0,88 0,92
h (%)
Priklad 3

Produkce Cerveného pigmentu kmenem Talaromyces purpurogenus s riznym obsahem
dusikatych a uhlikatych latek v Zivném médiu.

Vysledky srovnavacich kultivagnich pokusi uvedenych v piikladu 1 a jejich ovéfeni
srovnavacimi kultivaénimi pokusy uvedenymi v pfikladu 2 zfetelné ukazuji na vyznam
pocatecniho poméru vloZenych dusikatych latek na 1 g uhlikatého zdroje (sachardzy). Na zakladg
téchto poznatki byl navrzen a piipraven novy typ kultivaéni pidy s vyuzitim Jjiného dusikatého
zdroje (aminokyselinami fortifikovany proteinovy hydrolyzat), ktery ma nesrovnatelné vyssi
mnozstvi obsazeného aminodusiku (AN) v biomase (16 % hmotn.). Navic proteinovy hydrolyzat
pouZity v daném mnoZstvi je ekonomicky mnohem vyhodn&j§i nez kvasniény autolyzat.
V receptuie nové zivné pidy bylo zarovefi rovnéz snizeno celkové mnozstvi sacharidického
zdroje Zivin aZ na 1 % hmotn. a minimalizovan pfidavek kvasni¢ného extraktu. Vyznam dusikaté
sloZky pfi tomto slozeni nového média ukazuje Tabulka 3 s variantami zivnych pid Cl az C4
obsahujici rizné mnoZzstvi pocateéniho vloZeného proteinového hydrolyzatu (0,3 az 0,5 %



20

25

30

35

CZ 307328 B6

hmotn.) a kvasniéného extraktu (0,02 az 0,05 % hmotn). Srovnavaci pidou byla v téchto
piipadech standardizovana komer&ni pida obsahujici na po¢atku 1,8 % hmotn. sacharozy a 0,6 %
hmotn. kvasni¢ného extraktu odpovidajici poméru Zivin 34 mg dusiku na 1 g vloZené sacharozy.
Pomér dusikatych Zivin na | g sacharézy u novych variant navrhovanych pid C1 az C4 byl
zvySen a pohyboval se v rozmezi 48 a? 80 mg dusiku na | g sachar6zy oproti nakladn&jsi
kontrolni pudé obsahujici 1,8 % hmotn. sacharézy a 0,6 % hmotn. kvasni¢ného extraktu.
Méiitkem efektivnosti nové piipravenych Zivnych pad byla rychlost produkce pigmentu
vyjadfena méfenim absorbance pfi vinové délce 494 nm. Vysledky ziskané v ¢asovych
kultivaénich intervalech 24, 48 a 120 hod. potvrdily jednoznaény pozitivni vliv na rychlost
produkce a vytéZnost pigmentu. Ve viech variantich nové navrhované pldy obsahujici rizna
mnozstvi dusikatych latek od 48 do 80 mg dusiku na 1 g sacharézy bylo nalezeno vyznamnéjsi
mnoZstvi naprodukovaného pigmentu. Tento rozdil byl nejvyraznéjsi po 120 hodinach u varianty
nové navrhované zivné pidy C1 az C4 zahrnujici 1 % hmotn. sacharézy, 0,5 % hmotn. pfisady
obsahujici aminokyselinami fortifikovany hydrolyzat Zzelatiny a s pfidavkem 0,05 % hmotn.
kvasni¢ného extraktu. Aminokyselinami fortifikovana pfisada byla ptipravend nasledujicim
zptisobem:

Zakladem aminodusikové pfisady je roztok hydrolyzatu Zelatiny. Do 1000 ml vody se piida
200 g hydrolyzitu Zelatiny, dale 50 g kyseliny glutamové a 5 g kyseliny asparagové a po uprave
&pavkovou vodou na pH 11 se smés zahieje na 105 °C po dobu 1 hodiny. Beéhem této tepelné
inkubace dochézi k vy$&imu uvolnéni peptidovych vazeb mezi aminokyselinami a také ke
sterilaci. Zvy3ena hodnota pH roztoku ptisady miize byt vyuzita béhem kultivace pro prib&zné
davkovani Zivin béhem kultivace. Zmény pH kultivaéni pidy béhem ristu zajiStuji timto
davkovanim kompletni dopliiovani viech Zivin. Piislusné mnoZzstvi roztoku aminokyselinami
fortifikovaného hydrolyzatu Zelatiny je davkovano do fermentaéni pidy tak, aby konecna
koncentrace v piidé byla 0,3 nebo 0,5 % hmotn. Z analytickych vysledkii rovnéz vyplyva, ze
kontrolni pida pro sviij vysoky obsah ristovych litek vyznamné stimuluje hlavné tvorbu
myceliarni biomasy na tkor produkce pigmentu. Naprodukované mnozstvi biomasy v kontrolni
ptidé po 120 hodinach bylo 0,76 % hmotn. Hodnoty obsahu biomasy ve srovnavacich pokusnych
variantach na nové piidé se pohybovaly pouze v rozmezi 0,28 az 0,36 % hmotn. suSiny.

Tabulka 3. Srovnavaci kultivaéni test kultury mikroskopické houby Talaromyces na tekutych
pidach v Erlenmayerovych barikach s obsahem 500 ml média (kultivace na rotaéni tfepacce
100 RPM, 30 °C): sledovani vliva obsahu dusikatého zdroje (hydrolyzat Zelatiny fortitikovany
aminokyselinami a kvasniény autolyzat) na kultivaéni parametry (rychlost produkce pigmentu,
absorbance A a produkce biomasy) a porovnani kultivatnich vysledki na optimalizovanych
pidach (C1 az C4) s vysledky kultivagnich postupi na kontrolni komeréni zivné pude.

Slozeni SloZeni inovované Zivné pidy obsahujici ptisadu fortifikovanou
pavodni aminokyselinami
zivné pudy
*
Médium Kontrolni Cl1 C2 C3 C4
plida
Slozeni Sacharéza | Fortifikovany | Fortifikovany | Fortifikovany | Fortifikovany
média 1,8% hydrolyzat hydrolyzat hydrolyzat hydrolyzat
zelatiny 0,3% | Zelatiny 0,3% | Zelatiny 0,5% | Zelatiny 0,5%
Kvasni¢ny
autolyzat Sachar6za 1% | Sacharéza Sachar6za 1% | Sacharéza
0,6% 1% 1%
Kvasniény Kvasni¢ny
autolyzat Kvasni¢ny autolyzat Kvasni¢ny
0,02% autolyzat 0,02% autolyzat
0,05% 0,05%
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Slozeni SloZeni inovované zivné pidy obsahujici pfisadu fortifikovanou
pavodni aminokyselinami
zivné pudy
*
Médium Kontrolni Cl C2 C3 C4
pida

Pomér zivin 34 48 48 80 80
mg
dusiku/1 g
sacharozy
Pocatecni 2,5 1,5 1,5 1,7 1,7
Rf %
Pocatecni 5,91 6,28 6,28 6,23 6,19
pH

0-24 h kultivace
Agoq 0,534 4,302 3,816 4,058 3,374
Rf % 2,3 1,5 1,5 1,6 1,6

H 6,08 6,18 6,29 6,31 6,28

Prirdstek A 0,534 4,302 3,816 4,058 3,374
v ¢as.
intervalu

0-48 h kultivace
Agoy 4,856 14,480 14,046 14,796 14,784
Rf % 2,0 1,3 1,3 1,3 1,3
pH 6,35 5,82 5,45 5,47 5,38
Prirdstek A 4,322 10,178 10,230 10,216 11,410
v ¢as.
intervalu

0-120 h kultivace
Aagy 18,466 23,370 27,072 32,329 38,597
Rf % 0,9 0,4 0,6 0,5 0,6
pH 5,87 4,71 4,40 4,50 4,64
Pririastek A 13,610 8,890 13,026 17,533 13,813
Vv cas.
intervalu
Produkce 0,76 0,28 0,34 0,30 0,36
biomasy
(suSina, 120
hodin) (%)
Rf % 2,5-0,9 1,5-0,4 1,7-0,6 1,7-0,5 1,7-0,6
Pokles o % 1,6 1,1 0,9 1,2 1,1
Rf
**A494/ 1% 11,53 21,2 30,0 26,9 35,1
Rf

Pozn. * patenty ¢. CZ 302 696 B6, CZ 285 721 B6, **pokles Aqos pfipadajici na snizeni 1%

refrakce média
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PATENTOVE NAROKY

1. Ptisada do zivné pidy pro zvySenou produkci pigmenti mikroskopickych hub, vyznacujici
se tim, Ze obsahuje aminokyselinami fortifikovany hydrolyzat proteind s obsahem 12,1 az 18 %
hmotn. amino dusiku.

2. Zpusob zvySeni produkce pigmenti pomoci piisady podle naroku 1, kdy v pivodnim
ristovém médiu kultury mikroskopické houby je obsazeno 16 mg amino dusiku na 1 g vloZené
sachardzy, vyznadujici se tim, Ze toto pocatedni mnoZstvi obsazenych dusikatych a uhlikatych
Zivin v ristovém médiu je zvySeno na pomér 30 az 80 mg amino dusiku na 1 g vlozené
sacharozy, pfiCemz Ziviny v tomto poméru jsou vloZeny na pocatku kultivace.

210 -
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