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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby kvasnigného bilkovinnéhb prepardtu s nizkym obsahem nukleo-
vych kyselin, pFedev¥im zpisobu kompenzace ztrdt biomasy vznikajicich p¥i extrakei nukleovych
kyselin 2z kvasinek amoniskem, .

Jednim ze zdkladnich poZadevkl na kvasnidny bilkovinn§ prepardt urdeny k pouZiti v potra-
vind¥stvi je nizky obseh nukleovych kyselin, Souddsti nukleovych kyselin jsou totiZ purinové
bdze, které se v organismu odbourdvaji pFes hypoxatin a =xantin na kyselinu moéovoﬁ. Primdti
ne rozdil od jinych #Zivo&icht nemaji enzym uratooxiddzu, a proto u nich miZe dojit p¥i vys-
gim pou¥ivdni nukleovych kyselin ke zvyZeni koncentrace kyseliny mocové v modi a krvi., Kyse-
lina modové se pak miiZe vyludovat v kloubech, tkdni a v modovém traktu a vyvoldvat Fadu one-
mocn¥ndii Xlinicky stanovené maximdlni ddvka nukleovych kyselin v potravd je 2 g na den, Kva-
sinky obsahuji v sufin& obvykle 6 aZ 10 % nukleovyich kyselin a podfl kvasniénych bilkovin s
hesﬁiienjm obsahem nukleovych kyselin v denni ddvce potravin by byl omezen na 20 a¥ 35 g.

Pro sniiovéni obsahu nukleovych kyselin v mikrobidlni biomase byla navrZena Fada postupd,
v&tEinou na principu chemickém nebo enzymatickém., Z chemickych metod je nejobvyklejsi extrak-
ce nukleotidd alkdliemi, Vyhodnd je pFedeviim extrakce amoniakem, ktery p¥i kultivacich mikro=
organismdl se ppuiivd jako dusiketd Zivina a ktery mtZe byt vzhledem ke své tdkavosti z V-

- robku snadno odgtranén. USA patent &. 3 614 654'popisuje extrakci mikrobidlnich bunék kapal=-
nym aemoniakem p¥i teploté ni%#f ne? -33 OC a p¥i dob& styku kratii ne¥ 4 hodiny. P¥i postu-

pu podle USA patentu & 3 775 393 (¢ kvasni¥ny koncentrdt obsahujici 5 aZ 15 % sufiny
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zalkalizuje ¢pavkovou vodou na pH 9,0 a% 10,5 a extrahuje 5 a% 10 minut pFi teplotd 90 aZ
120 °C. Podle patentu Velké Britanie &. 1 400 691 se mikroorganismy vyp&stované na uhlovodi~
cich extrshuji nejprve organickym rozpou¥tédlem a potom hydroxidy alkalickych kovl nebo amo-
niskem pfi pH 8,5 a% 9,5 @ p¥i koncentraci Zinidel 0,01 aZ 0,1 N.

Velkou nevyhodou postupd sniZovédni obsahu nukleévich kyselin alkalickou extrakci jsou vy-
soké ztrdty bunidnych sloZek véetné b{lkovin, dosahujici a% 30 %. Postup podle gs, autorské-
ho osv&dgeni 188 575 navrhuje pro sniZeni t&chto ztrdt priddvat ke kvasinkovému koncentrdtu
zelkaelizovanému amoniakem etanol a extrakt odddleny od opracované biomasy vracet do kulti=-
vace jeko zdroj uhliku a dusiku. Ltréty jsou p¥i této metodé omezovdny jednak zadrZemimin
vy#¢iho podilu bilkovin v opracované biomase, jednek zvyfenim vyf&Znosti p¥i kultivaci sti-
mula&nim pﬁsobenim extrektu. Nevyhodou postupu viak je, %e nezajituje dokonalé odd&leni
#4&pt nukleovych kyselin od opracovené biomasy a zhorfuje tak kvalitu konedného produktu.
za¥adi-1i se propiréni extrahované biomasy vodou, stoupnou op&t ztrdty bilkovin a objem ex-
traktu naroste natolik, Zze je nemo¥né vracet do kultivace vefkery odpad.

Uvedené nedostatky Fefi zptisob vyroby kvasnidného bilkovinnéhc prepardtu s nizkym obsahem
nukleovych kyselin extrakci termolyzovanych kvasinek amoniskem s vracenim extraktu do kulti-
vace podle vyndlezu, p¥i némZ se k p¥ipravé kvasnicného prepardtu s nizkym obsahem nukleo-
v¥ch kyselin pouzije 5 a? 60 %, s vyhodou 10 a% 40 % biomasy produkované kultivaci, pFidemZ
Gprava biomasy spolivd v tom, Je se kvasinkovy koncentrdt obsahujici 100a% 200 g.l'l kvas~
niéné sufiny zahFeje né 5 a¥% 60 minut na teplotu 60 aZ 90 °c, pak se k termolyzdtu p¥idd 5
a% 30 g smoniaku na 100 g obsatené kvasnidné sufiny, termolyzdt se udr¥uje po 20 aZ 60 minuk
p¥i teploté 40 s 85 Oc, nede? se opracovand biomasa 0ddd1{ od extraktu, dikladné promyje
vodou a usufi.

Spolu s amoniakdlnim extraktem se do kultivace vraceji i praci vedy z promyvéni extra-
hovené biomasy.

Upraveny postup zaji&iuje, %e obsah nukleovych kyselin ve vyrobeném bilkovinnémlpreparé—
tu neprestoupi urdenou meximdlni hranici /v&tfinou 2 % hmot./, umo¥nuje vracet vefkery od-
rad z extrakce do kultivace a zajiftuje maximdlini vyuzit{ stimulaéniho pisobeni extraktu
k» kompenzaci ztrdt vznikajicich p¥i opracovdni biomasy. Pri vhodném poméru mezi vyrobou
potravind¥ského p¥ipravku a celkovou produkci biomesy mohou byt tyto ztrdty nejen plné& kom=-
penzovény, ale lze z2iskat i urdité mnoZsivi kvasniéné sufiny navic.

Dal¥{ vyhodou je to, Ze novy postup je univerzdlnsj#i a neni omezen jen na jedinou vy-
chozi surovinu. K vyrob# kvasniéného pilkovinného prepardtu lze pouZit kvasinky vypésiované
aerobni kultivaci na sacharidickych surovindch, etanolu & dalfich substrétech vyhovujicich z
potravind¥ského hlediska. Biomasa nezpracovdvard na potravindfsky bilkovinny prepardt se vy-
uzije k jinym ddelum nap¥. jeko krmné kvasnice, pekatské droZdi, k izolaci enzymi epod.

Postup v¥roby bilkovinného prepardtu podle vyndlezu je objasnén v ndsledujicich p¥ikladech.
P#iklad 1
17 g kvasinkového koncentrdtu se 16 % hmot. sufiny, ziskaného odstreddnim zralého média 2z
kultivece kvasinky Toruiopsis etharolitolersns KIFIS 235 na etanolu jako jediném zdroji
uhliku, se zah¥dlo na 90 Og, p¥i této teploté se koncentrét za michéni udrZoval 15 minut,

po ochlazeni na 70 °C se x nému p¥idely 3,3 1 gpavkové vody /24 % hmot. NHB/ a smis se
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michala dal#ich 30 minut. Po ndsledujicim ochlazen{ se kvasinky 0dd&€lily od extraktu odstie-
dénim., Kvasnitnd paste se pak rozmichalas v 10 1 vody, opét odst¥edila & ziskand praci voda
se spojila 8 extraktem, Vysledkem bylo 9,75 kg kvasniiné pasty a 20 % sufiny a 20 kg super-
natantu/ extrakt a piomjvaci voda/. Opracované kvasinky obsshovaly v sufind 7,8 % dusiku,
2,5 % popele, 0,5 % nukleovych kyselin a 48,1 % &istych bilkovin. Supernatant, ktery se po-
uZil v sérii kultivadnich pokust zam&Fenych na zjiftdni stimuladniho plsobeni amoniskdlnihe
extraktu na rist kvasinek a vyt&¥nost, obsahoval 4 % hmot. suéiny, 0,7 % popela a 2,7 %
amoniakdlniho dusiku. 4tréty biomasy b&hem extrakce nukleovych kyselin byly 29,5 g sufiny ze
100 g vychozi sufiny kvasinek.
Priklad 2

Srovndvaci pF¥iZivované vsddkové /fed-batch/ kultivace se provédély v mechanickyﬁmichaném
sklendném laboratornim fermentoru s u?itednym plnénim 2,3 1, opat¥eném automatickou regulacy
teploty, pH a pény. P¥i 1 400 ot.min -1 a pritoku vzduchu 1,2 VVM je v ném dosahovén pPenos
kysliku 150 mmol 0,-1"1.n"2,

V&t¥ina vody a minerdlni Ziviny se p¥i v&ech pokusech pfiddvaly do fermentoru jednordzovée
na poldtku kultivace. Pro pYedpoklddany piirlstek 44 g kvasnidné suginy se ddvkovalo 44 ml
roztoku obsahujiciho v litru : 35 ml kyseliny fosfore&né /85 % H3P04/, 25 g hydroxidu dra-
sélnéhc, 32 g sirgnu ho¥ednatého /7 H,0 /y 0,5 g sirenu zinednatého /7 HQO/.
Pro zajifténi jednostranné regulace pH &pavkovou vodou & amoniakdélnim extraktem se k médiu
na podtku kultivaci p¥iddvely 2 g siranu amonného. Jako produkini mikroorganismus se po-
ufivala Torulopsis ethanolitolerans RIFIS 2321, poldtedni koncentrace sufiny inokula é g.l'l.
Jaeko zdroJ uhliku se pouZil synteticky 1ih, ktery se do média ddvkoval pFistrojem m&¥icim
koncentraci etanolu ve vydechu metodou tepelného zabarveni. Koncenirace etanolu v mediu se
takto udrZovala v rozmezi 1 a% 2 g.l'l. P¥i kaZdém pokusu se do média naddvkovalo 50,8 g
absolutniho etanolu a po jehe spot¥ebovdni se kultivace ukondila. Kultivadni teplota byla
ve vEech p¥ipadech 35 °C a pH se udrZovalo v rozmezi 3,9 a% 4,1. Jednotlivé kultivace se 1i-
gily stuﬁném ndhrady &pavkové vody, pouéivané'jako zdroj dusiku a k dpravé pH, amoniakélnim
extraktem. PouZivand &pavkové voda byla na¥eddna vodou tak, aby obsshovala stejnou koncent-
raci smonného dusiku jako amoniekdlni extrakt. Vysledky srovndvacich kultivaci jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1
Zdroj dusikau Vyrobend kvasnidnd Vdtéinostni
sufina koeficient
Epavkovd extrakt néhrada g v
voda x/8
<--ml ml %
228 0 0 36,8 0,728
138 63 30 38,9 C, 765
63 144 69 39,8 0,785

0 208 100 40,9 _ 0,806
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Z tebulky 1 je z¥ejmé, Ze néhrada ¢pavkové vody amoniekdlnim extraktem vyznamné zvyéo?ala

vyt&Znostni koeficient. V tabulce 2 jsou pro v&tE{ ndzornost uvedeny hodnoty celkové produk-
ce‘biohaay odpovidajici postupné ndhradd &pavkové vody amoniakélnim extraktem, podfil produ-
kovanych kvasinek pouZity pro vyrobu potravinarského prepardtu a kvasniéné suéina vyproduke-
vand navic vlivem stimuledniho plsobeni amoniakdlniho extraktu. PFi vvpoctech se piPedpokléd-
dalo, Ze se na extrakeci 100 g kvasnicne sudiny pouZilo 26 g smoniasku /p¥iklad 1/, Ze ztrdty
emoniaku v prib&hu extrakce &ini 10 %, Ze nové vyprodukovand kvasniénd biomesa bude obsaho~-

vat 9 % dusiku a %e ve vEech pF¥ipadech bude pro vyrobu potravind¥ského prepardtu pouZito 100

g biomasy.
Tabulka 2

Néhrada Spavkové Celkovd produkce Podil biomasy ne potravind¥-  Zvy¥eni celkové produkce
vody extraktem  sufiny blomasy sky prepardt z celkové prod. ~biomasy vracenim extraktu

% g % A 3

30 770 13,0 ' 42,5

60 335 , 29,8 27,3

100 230 43,4 25,7

Z tebulky 2 je z¥ejmé, %Ze za pouZitych podminek extrakce /26 g NH3 na 100 g kvasnidéné su¥i-
ny/ je nejvy¥¥{ podil biomasy, ktery miZe byt z celkové p{odukce zpracovén na potravindfsky
bflkovinny prepardt 43,4 %. P¥i sniovéni ddvek extrakéniho amoniaku miZe podil potravind¥-
pkjch kvasnic stéupat. P¥i extrakci 100 g kvasni&né biomasy se ztrdef 29,5 g sufiny. PFi
néhrad® 30 % amoniaku extraktem, tj. v pFipad&, kdy se na potravind¥sky vyrobek zpracovdvd
13 % 2z celkové produkce biomasy, jsou zvyZenym pHirdstkem kvasinek extrakéni ztrdty nejen
pln& kompenzovény, ale celkovéd produkce kvasinek dokonce 4,7 % stoupne. P¥i néhrad® 69 %
gpavkové vody /29,8 % potravind¥skych kvasnic/ jsou extrakdni ztrdty kompenzovény z 91,5 %
a pFi plné néhrad& &pavkové vody‘extraktem z 87 %. . ‘
P¥iklad 3

Z lisovaného pekarskeho droZdi bylo rozmichdnim s vodou prlpraveno 400 ml kvasnidného

mléka, obsahujicihe 150 g #ufiny biomasy v litru a 7 5 % dusiku a 5,5 % nukleovych kysolin
v sufiné. Kvasinkovy koncentrét se zah¥ival 30 minut na 60 °C, potom se k nému pFidale 20
ml &pavkové vody /22 % NHB/ a sm&s se za michéni udr¥ovala dal¥ich 30 minut p¥i uvgdoné
teplot®. Po zchlazeni se opracovand biomasa odstPedila od extraktu a promyla dvekrdt 200 ml
vody. Promyvaci vody se p¥ipojily k amoniskdlnimu extraktu., Bylo ziskdno 203 g kvasni&né
paaty. obsehujici 42,6 g su¥iny a 8,3 % N a 1,2 % , hukleovych kyselin v sufin&. Extrakt spo-
jeny s promyvacimi vodami m&l objem 610 ml a pouZil se jako ndhrada Sésti &pavkové vody pri
veddkové kultivaci kvddinky Saocharomyces cerevisime RIFIB 104 na sacharoze. Ztréty sueiny
p¥i extrakci nukleovych kyselin byly 17,4 g, tj. 29,0 g na 100 g vychoz1 kvasnidné sufiny.
Kultivace byla vedena v laboratornim fermentoru popsaném v piikladu 2, o¥i -nezm¥n&ném

uzitecném pln&ni a za stejnych aeradnich podminek. Kultivadni teplota byla 30 °C & pH se
udriovalo v rozmezi 4,6 aZ 4,8, Na poddtku kultivace se do fermentoru nalilo 1,3 1 vody,
‘ve které bylo rozpu?téno 280 g sachardzy, pek se p¥idalo 160 ml roztoku minerdlnich Zivin

/p¥iklad 2/ 8 2 g siranu emonného. V pribéhu kultivace se pH upraVOValo amoniskdlnim
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extraktem a pozd&ji Epavkovou vodou. Na konci kultivace bylo ziskdno 155 g kvasni&né sufiny
obsahujici 8,4 % dusiku a 75 % nukleovych kyselin.

Za stejnych podminek byla v tém¥e femmentoru provedena arovndvaci kultivace, p¥i které se
k Upravé pH a jako zdroj dusiku pouZila vyhradn& &pavkovd voda. PF¥i této kultivaci se ziska-
lo pduze 138,5 g kvasnicéné sufiny se 7,9 % dusiku a 5,5 % nukleovych kyselin.

Prvni kultivaci, p¥i ni% bylo 27,7 % &pavkové vody nahraZeno smoniakdlnim extraktem se
ziskalo 0‘16,7 g kvasniéné sufiny vice neZ p¥i kultivaci srovndvaci, &im byly ztrdty sufiny
p¥i extrakci nukleovych kyselin vykompenzovdny z 94,8 %. P¥i pou?itém % ndhrady Spavkové
vody amoniakdlnim extraktem je mo¥no pou¥it k vyrobd potravind¥ského bilkovinného prepardtu

asi 39 % z celkové produkce biomasy.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob vyroby kvasni&ného bilkovinného prepafétu s nizkym obsshem nukleovych kyselin
extrake! termolyzovanych kvasinek amoniaskem s vracenim extraktu do kultivace, vyznaleny
t{m, Ze se k p¥ipravé kvasniéného prepardtu s nizkfm obsahem nukleovych kyselin.pouiije
5 aZ 60 %, s vyhedou 10 a% 40 % biomasy produkovené kultivaci a Ze ﬁprava biomasy spe-

ivd v tom, Ze se kvasinkovj koncentrdt obsahujici 100 a% 200 g/1 kvasnidné sufiny za-

(224

hi¥eje na 5 a% 60 minut na teplotu 60 a% 90 °C, pak se k termolyzdtu p¥idd 5 a% 30 g
amoniaku na 100 g obsaZené kvasnilné sufiny, termolyzdt se udrZuje po 20 a% 60 minut p¥i
teplotd 40 a% 85 °C, nale’ se opracovand biomasa o0dd&l{ od extraktu, dikladné promyje

vodou a usufi,

2. ipisob podle bodu 1, vyzneleny tim, Ze se spolu s smoniakdlnim extraktem vraceji do kul-

tivace i praci vody 2z promyvdni extrahované biomasy.
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