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(57) Anotace:

Zpusob, ktery spolivd v tom, Ze suspenze vy-
fermentovanych bunék se rozdéli na dvé frakce
v objemovém poméru 1 : 1 a% 1 : 10, pficemZ
frakce obsahujici pfevaZné rychleji sedimentuji-
ci buniky se zvySenou proteolitickou aktivitou se
nafedi na susinu 5 az 16 % hmot., pH se upravi
na hodnotu 4.5 aZ 7,5 a zahfeje na teplotu 45 a2
65 °C po dobu 1 aZ 6 hodin a potom se odsepa-
ruji tuhé nerozpustné tastice, takto ziskany roz-
tok se stabilizuje nejlépe odstranénim vody.
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Oblast techniky

Kvasni¢ny extrakt je surovina velmi dualeZitd nejen pro
potravindrsky prumysl, kde se pouzivad jako pridavek do potravin
misto masového vytaZku, ale také pro prumysl fermentacni, kde se
uplatnuje obsah stopovych latek, bez kterych nékteré kmeny mikro-
organismi vuibec nerostou.

Doposud se jako zdroj téchto latek pouzZival "yeast extract"
(napriklad Difco), ale zpUsob pripravy tohoto prepardtu neni nik-
de uveden. Predpoklada se, Ze se jednd o produkt ziskany podobnym
zpusobem jako uvadi ¢s. autorské osvédceni 189 440, tj. autolyzat
kvasinek Saccharomyces cerevisiae, 2z néhoZ byly odstranény neroz-
pustné castice (zbytky bunéénych stén a organel). Timto zpusobem
resi pripravu kvasni¢ného extraktu (autolyzatu) mnoho autoru
(prehled podava Babayan T.L., Bezrukov M.G., Acta Biotechnol. 5
(1985), 129). Rozdil je pouze ve zpusobu aktivace lytickych enzy-
mi, které sStépi vysokomolekuldrni latky na Zadouci nizkomoleku-
larni slozky. Tak napriklad jiZ zminéné ¢s. autorské osvédéeni
189 440 pouziva pro aktivaci lytického systému desintegraci bu-
nék, jini autori (napriklad Riemay K.H., Wiese M.Z., Allg. Mikro-
biol. 19 (1979), 269) popsali tak zvany tepelny $ok, kde se burky
velmi rychle (v nékolika sekundach) ohreji na teplotu okolo
70 °C a opét velmi rychle ochladi. Lyticky systém lze také akti-
vizovat pridavkem soli (NaCl), rozpoustédel (etanol) a jinych 1la-
tek (Babayan T.L., Bezrukov M.G., Acta Biotechnol. &5 (1985),
129), nebo jiZ autolysovanymi kvasinkami (é&s. autorské osvéddéeni
¢. 259 289). V kazZdém pripadé je treba bunky "opracovat" jak sho-
ra uvedeno pred optimalizaci podminek pro lyzi bunéc¢ného obsahu.
Jinak je proces lyze tak pomaly, Ze je technologicky obtizZné pou-
Zitelny.

Podstata vynalezu

Tuto nevyhodu odstranuje zpusob pripravy kvasni¢éného extrak-
tu podle vynalezu, jehoZ podstatou je, Ze suspenze vyfermentova-
nych bunék se rozdéli na dvé frakce v objemovém poméru 1 : 1 az
1 : 10, pricemZz frakce obsahujici prevazZné rychleji sedimentujici
bunky se zvysSenou proteolytickou aktivitou se naredi na susinu
5 aZz 16 % hmot., pH se upravi na hodnotu 4,5 az 7,5 a zahreje na
teplotu 45 aZ 65 °C po dobu 1 aZ 6 hodin a potom se odseparuji
tuhé nerozpustné castice, takto ziskany roztok se stabilizuje
nejlépe odstranénim vody.

Vyndlez vyuzZiva skutecnosti, Ze suspenze bunék neni homo-
genni pokud se tycCe lytické aktivity (c¢ast bunék ma lyticky sys-
tém JjiZz aktivovany), a Ze 1lze tuto suspenzi rozdélit tak, aby

v jedné frakci byly nakoncentrovany bunky, jejichZ lytickda akti-
vita Jje minimdlné srovnatelnd s aktivitou bunék "opracovanych"
nékterym ze znamych shora uvedenych zpisobl. Nevyhodou vsak je,
2e odpada cast bunék; to vsSak 1lze zménit ve vyhodu, pokud proces
bude bezprostredné navazovat na fermentaéni pripravu bunék. Odpa-
dajici frakci rustové velmi aktivnich bunék je mozZno totiZz pouZit
pro inokulaci fermentor a i tam potom dochdzi ke znac¢nému urych-
leni procesu.
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Podstata vynalezu je objasnéna v nasledujici tabulce
a v prikladech.

V tabulce je uvedena zavislost rychlosti lyze bunék kvasinky
Candida wutilis, vyrostlych na sulfitovych vyluzich, na Jjejich
rychlosti sedimentace. Rychlost 1l1lyze byla stanovena mnoZstvim
uvolnéného a aminodusiku (formolovou titraci) za 2 h a vypoé&tena
jako podil rychlosti 1lyze kvasinek po desintegraci (100%).
MnozZstvi rychle sedimentujicich bunék bylo urc¢ovadno podilem suché
hmotnosti bunék, které dosahly dna kyvety vzhledem k celkové
suché hmotnosti bunék. Podil byl ménén dobou separace a je uveden
v % hmot.

Tabulka

Zavislost rychlosti lyze bunék Candida utilis na jejich sedimen-
taéni rychlosti

Sedimentacni rychlost Podil rychlosti lyze
% hmot. % hmot.
| oX | 100% |
| 10 | 88 |
| 20 | 85 |
| 30 | 82 |
| 40 | 80 |
| 50 | 72 |
| 60 | 60 |
| 70 | 50 |
| 80 | 44 |
| 90 | 38 |
| 100 I 33 I

X y prvnim radku jsou uvedeny hodnoty platné pro neseparované
desintegrované kvasinky. Celkovy vytézZek nizkomolekularni frakce
(kvasniéného extraktu) byl v tomto pripadé, za podminek experi-
mentu, 32 % hmot. (po odedteni vnitrobunécé¢nych nizkomolekuldrnich
latek (bunéc¢ného poolu).

Zpusob aktivace lytickych enzymi desintegraci byl volen pro-
to, Ze je nejlépe popsdn a definovdn a protoZe dava nejvyssi
vytézky. Jeho energeticka naro¢nost vsak zatim zabranila vétsimu
roz$ireni v praxi.

Dale jsou uvedeny priklady zpusobu vyroby kvasnicéného
extraktu podle vyndlezu.
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Priklady provedeni vzhélezu

Priklad 1

Cerstvé vyrostla suspenze kvasinek Saccharomyces cerevisiae
o susiné 1,6 % hmot. byla po dobu 5 min odstredovana pri 250 G na
kyvetové odstredivce. Za tuto dobu se u dna 1 1 kyvety nakoncent-
rovalo v 50 ml 6,1 g kvasinek tj. 38 % vychoziho mnoZstvi. Sou-
¢asné byla pripravena suspenze bunék neseparovanych frakcionované
o stejné koncentraci (12,2 % hmot.).

Obé tyto suspenze, jejichZz hodnota pH byla pribliZné stejna
(5,4), byly zahraty na 53 °C a pri této teploté udrZovany 2 hodi-
ny. Po separaci 10 min pri 2 500 G byl v obou pripadech ziskan
¢iry supernatant: v pripadé frakcionované separovanych bunék
sytéjsi Zluté barvy. Stanovenim a aminodusiku bylo zjisténo, Ze
supernatant frakcionované separovanych bunék obsahuje 1,4 mg a

aminodusiku ml'l, tj. asi 2,4 krat vice aminodusiku neZ superna-
tant po inkubaci nedélenych bunék, ktery obsahoval 0,6 mg a ami-

nodusiku ml~1 supernatantu.

Priklad 2

Cerstvé ziskana dvakrat promytd a nakoncentrovana suspenze
bunék Candida wutilis vyrostlych na sulfitovych vyluzich byla
separovana na tryskové laboratorni odstredivce s rychlosti natoku
volenou tak, aby pri osazeni dvéma tryskami o 0,4 mm dosSlo k roz-
déleni toku priblizZné 1:4, (sediment:supernatant) pric¢emzZ suspen-
ze prochazejici tryskami (sediment) obsahovala po ustdleni toku
7 % hmot. suchych bunék. Koncentrace bunék v supernatantu byla
1,8 % hmot. K rozdéleni hmoty bunék dosSlo pribliZné v poméru
1:1. Soucasné byla pripravena 7 % hmot. suspenze vychozich bunék.
Obé suspenze, které mély pribliZné stejnou hodnotu pH (5,1), byly
zahraty na teplotu 55 °C po dobu 2 hodin. Po oddéleni bunék byla
stanovena susina obou supernatantl a vypocten vytéZek kvasniéného
extraktu. V pripadé bunék frakcionované separovanych bylo ziskano
ze 70 g suché hmotnosti kvasinek 14,8 g extraktu, tj. vytéiek
pribliZné 21 % hmot. V pripadé pivodni suspenze bylo ziskdno ze
70 g suché hmotnosti pUvodnich kvasinek 6,5 g extraktu, tj. vyté-
Z2ek pribliZné 10 % hmot. Je 2zf¥ejmé, Ze zarazenim frakcionované
separace se 2zvysil vytéZek procesu vice neZ dvakrat.

Prumyslova vyuZitelnost

Kvasnic¢ny extrakt ziskany postupem podle vyndlezu je pouzi-
telny v potravinadrstvi jako ochucovadlo nebo ve fermentacnim pru-
myslu jako pridavek do pid pro zv1lastni ndro¢né mikroorganismy.
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob pripravy kvasni¢ného extraktu, vy znac¢eny
t im, 2Ze suspenze vyfermentovanych bunék se rozdéli na dvé
frakce v objemovém poméru 1 : 1 aZz 1 : 10, pric¢emz frakce obsahu-
jici prevaziné rychleji sedimentujici buriky se zvysSenou proteoly-
tickou aktivitou se naredi na susinu 5 aZ 16 % hmot., pH se upra-
vi na hodnotu 4,5 aZz 7,5 a zahreje na teplotu 45 aZ 65 °C po dobu
1 aZ 6 hodin a potom se odseparuji tuhé nerozpustné c¢astice, tak-
to ziskany roztok se stabilizuje nejlépe odstranénim vody.
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