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Krmna bilkovina na syntetickych substratech

JANA VERNEROVA, JANA BELOUSKOVA, Vyzkumny tstav lihovarského a konzervarenského primyslu, Praha

Pramyslova vyroba kvasni¢né bilkoviny napo-
mah4 nagemu hospodarstvi feSit problém nedostat-
ku bilkovinnych krmiv. Pro pldnovany velky objem
vyroby je tfeba zajistit odpovidajici surovinovou za-
kladnu. Melasa, i kdyZ z hlediska sloZeni je jako
substrat pro kvasinky jednim z nejvyhodné&jSich, je
k dispozici jen v omezeném mnoZstvi. Je proto
snaha nahradit tuto surovinu latkami jinymi, jako
napft. sulfitovymi vyluhy, hydrolyzédty dfeva a zemé-
délskfch odpadi, melasovymi lihovarskymi vypalky
v kombinaci s melasou ¢i samotnymi odpadnimi
louhy z citronového kvaSeni apod. U t&chto surovin
se vyuZivd jako uhlikatého zdroje nejen asimilo-
vatelnych cukrii (pentéz a hex6z), ale i jinych uhli-
katych latek, napf. glycerolu a organickych ky-
selin. 1
O schopnosti kvasinek asimilovat necukerné uhli-
katé zdroje pojednava ve svych pracich Fink [1],
ktery péstoval kvasinky Torulopsis utilis na riaz-
nych necukernych substratech jako kyseliné mléc-
né, pyrohroznové, acetaldehydu, ethylalkoholu, ky-
seling octové a daldich. Vzhledem k poZadavkiim
kladenym na krmné droZdi, tj. dostate€ny obsah
bilkovin, rychly riist a dostate¢nou vyt&Znost, sta-
vaji se tyto necukerné substraty aktudlnimi.

Byly proto provedeny pokusy s p&stovanim krm-
ného droZdi pomoci kvasinek Candida utilis a Can-
dida tropicalis (kmeny ze sbirky VULK) na synte-
tickych substratech, kde jako zdroj uhliku byl dav-
kovan ethylalkohol a kyselina octovd. B&hem po-
kusi byla sledovdana nejen schopnost riistu kvasinek
na tdchto substrdtech a maximéalni vytéZnost, ale
i sloZeni nap&stovanych kvasinek, mnoZstvi bilko-
vin a obsah aminokyselin v bilkovinnych hydro-
lyzétech.

Studiem obsahu aminokyselin v bilkovinngch
hydrolyzatech mikroorganismii se zabyvali Cetni
autofi. Reusser a kolektiv [2] zkougnal pfitomnost
deseti nepostradatelnych aminokyselin v hydroly-
zdatech riiznych mikroorganismi. Kockovd-Krato-
chvilovd [3] uvadi obsah aminokyselin u kvasinek
po jejich autolyze; zjistila, Ze stanoveni jednotli-
vych aminokyselin zdvisi na zplischu autolyzy.
Malkov [4] studoval aminokyseliny v bilkovinneém

Tabulka 1
Torulopsis Torulopsis Candida
utilis Synt. utilis Hydrol. species sulf. T;ré.llaldi‘%v.
piida [2] dfeva [4] vyluh [4] jarol:fal
lysin lysin lysin lysin
— cystin cystin —_
kistidin histidin histidin histidin
arginin arginin arginin arginin
- kys. asparag. Kys. asparag. ——g
tryptofan tryptofan tryptofan tryptofan
- ] kys. glutamova kys. glutamova —
treonin treonin treonin treonin
— alanin alanin -
— hydroxyprolin  hydroxyprolin —
- prolin prolin -
valin valin — valin
metionin metionin metionin metionin
fenylalanin fenylalanin fenylalanin fenylalanin
iscleucin — - isoleucin
leucin leucin — leucin

612.398

hydrolyzatu kvasinek Torulopsis utilis a Candida
species. Kurth a Cheldelin (5] ve své praci uvadi
sloZeni kvasni¢né bilkoviny toruly péstované na
dfevnych hydrolyzdtech. Vysledky z literatury
shrnuje tabulka 1.

Experimentalni &ast

Kultivace byla provedena na syntetickych sub-
stratech s celkovym obsahem alkoholu, event. ky-
seliny octové, ddvkované jako octan amonny kolem
2 %. Cely kultivaéni pokus byl veden exponencidl-
nim pfitokovym schématem, Ziviny byly davkovéany
ve form& diamonfosfdtu a siranu amonného nebo
¢cpavku.

K propagaci a postupné adaptaci kvasinek bylo
pouZito tfepacek a Kluyverovych valc. Vlastni kul-
tivace byla provedena v nerezovém fermentoru
s vétracim systémem typu Vertex. Kone&ény objem
substratu se pohyboval kolem 10 1. MnoZstvi vzdu-
chu bylo regulovédno rotametrem a méfeno vodnim
plynomérem. Teplota ve fermentoru byla vodni
lazni udrZovana na 29 a¥ 30°C. Napropagované
kvasinky byly oddé&éleny na separatoru, pfiemZ se
suSina odseparovaného droZdi pohybovala mezi
22 a¥ 24 %. Doba kultivace byla 8 aZ 11 hod.

Stanoveni aminokyselin v kvasnitné bilkoviné
bylo provedeno po. kyselé hydroljze jednorozmeér-
nou papirovou chromatografii. Kvasni¢né buiiky
byly hydrolyzovdny 50ndsobnym pfebytkem 6 N
kyseliny solné pfi 10 °C po dobu 25 hod. Hydrolyzat
byl odpaten v evakuovaném exikdtoru s naplni KOH
a pfebytecna kyselina solnd byla odstranéna opa-
kovanym rozpoudténim a odpafovanim hydolyzatu
do sucha. Nakonec byl odparek rozpu$tén v malém
mnoZstvi vody za pridani 20% izopropanolu a tento
roztok byl ve vyzkouSeném mnoZstvi nandSen na
chromatogram [6]. K chromatografii bylo pouZito
rozpoustédlové soustavy n-butanol : kyselina octo-
va : voda.

P#i hledani nejvhodn#j$iho poméru jednotlivych
sloZek smési byly vyzkouSeny tyto poméry: smeés
o sloZeni 4 : 1 : 5 pfi vzestupném i sestupném
uspofadani, smés o sloZeni 144 : 13 : 43 [7] a 4 :
: 1 : 1. Tato posledni smds davala pfi vzestupném
usporadani nejlepsi vysledky a proto se ji pouZi-
valo pro daldi praci. Pro chromatografii byl zvolen
papir Whatman ¢&. 1, vzorky byly na start nanaSeny
obvyklym zplisobem a chromatogram vyvijen ve
sklendném akvariu o rozmérech 30 X 50 cm vze-
stupnym zplisobem se Ctyinasobnym opakovanim.
Detekce byla provedena protaZenim papiru v 0,25%
roztoku ninhydrinu v bezvodém acetonu a suSenim
20 min pfi 60 °C. Nestalé ninhydrinové skvrny byly
stabilizovdany protaZzenim papiru v roztoku dusic-
nanu m&dnatého [6]. K identifikaci skvrn amino-
kyselin analyzovanych hydrolyzati bylo pouZito
soudasnd chromatografované smési standardnich
aminokyselin o pfedem zjisténém pofadi.
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DosazZené vysledky

Pii péstovéni kvasinek na alkoholu bylo dosaZzeno
vytéZnosti 66 % (susiny kvas. hmoty na alkohol],
pii obsahu hrubé bilkoviny 47 %. Za pouZiti octanu
amonného jako zdroje uhliku bylo dosaZeno vy tez-
nosti 30 % (suSiny kvas. hmoty na kys. octovou]
pfi obsahu bilkoviny 74 %.

Vysledky chromatografického sledovani obsahu
aminokyselin v hydrolyzatech podévaji obr. 1 a 2.

Tabulka 2

candida tropicalis
Ccandida utilis =

| (s icka pad
(melasova pada) (Srntatlihd prie
vz

| (syntetickd pida |
c &
& ot Yo s octanem amon:

| nym])
Vi Vs
lysin lysin lysin
histidin histidin -
{malé mnozstvi) [malé mnozstvi) =i
arginin arginin arginin

nezn. aminokys.

neznama aminokyselina — !
d Kys. asparagova-+

kys. asparagova—+ kys. asparagova+

serin serin SeTin

glycin glyein glycin

kys. glutamovia-+ kys. glutamova+  kys. glutamova-
treonin treonin treonin

alanin alanin alanin

prolin prolin prolin

tyrosin tyrosin tyrosin

valin valin valin
fenylalanin fenylalanin fenylalanin

isoleucin-leucin isoleucin+leucin isoleucin-+leucin

Zavér

Kvasnitné bilkoviny zaujimaji stfedni misto mezi
bilkovinami rostlinnymi a Zivo¢iSnymi. Jejich stra-
vitelnost je podminkou jejich biologické hodnoty a
je v souvislosti s kvalitativnim a kvantitativhim za-
stoupenim jednotlivich aminokyselin. Z hlediska
vyZivy uZitkovych zvifat predstavuje kvasni¢na bil-
kovina vysoce hodnotnou surovinu k doplnéni rost-

Obr. 1. Vy (10 ul, 15 ul) — Obr.2. Vs (10 ul, 15 ul)
hydrolyzdt kvasniénjch bunék  hydrolyzdi kvasnic-
péstovangch na syntetické pidé  nych bunék pEstovany
s etanolem - na syntetické pudé

;. éB stanldardni smeés aminokyskelin: s octanem amonnygm
A: in, arginin, in, 5e- T
li':;as:glulalgrlsol\!rlé, aa_ig;:il:, :yerrc:;‘in.‘_ }I;I:f.’- ;;nigogseﬂ:n?aa;gmu s,’thLrs
thionin, fenylalanin, leucin. Smés B:  ;  chyhi glycin, prolin,

histidin, kyselina asparagova, glycia,

treonin, alanin, prolin, valin, isnlzu-

cin. V2 (5 lul, 15 .u” hydrolyzat kvas-

niénych bunék péstovany na mela-
sovém substratu,

fenylalanin, Skvrny nutno

¢isti zdola nahoru. Nale-

zené aminokyseliny jsou
shrnuty v tabulce 2.

linného krmiva. Provedenymi pokusy byla sledova-
na otazka vyuZiti necukernych uhlikatych léatek
jako zdroje uhliku k tvorbé& bun&fné hmoty.

1. Jako zdroje uhliku bylo pouZito Kyseliny octo-
vé a ethylalkoholu. Po adaptaci kvasinek na tyto
substratydoslo ke zvyseni jejich vytéZnosti a zkra-
ceni kultivacni doby.

2. Obsah dusiku v napéstované Candidé byl za-
visly na mnoZstvi dusiku dodaného Zivenim a byl
ze substratu pln& vyuZivan. MnoZstvi hrubé bilko-
viny stanovené v suiing bunétné hmoty se pohybo-
valo na substrdtu s etanolem pies 50 % a na sub- |
stratu s octanem amonnym kolem 70 %.

3. Bylo srovnano aminokyselinové sloZeni bilko-
vinnych hydrolyzatl kvasinek Candida p&stovanych
na melasovém a syntetickém substrdtu. Z uvede-
nych chromatogramil je patrné, Ze kvalitativni za-
stoupeni aminokyselin ve zkoumanych hydrolyza-
tech je pFibliZné stejné.

4. V melase byly vySe uvedenou metodou stano-
veny v souhlase s literaturou tyto aminokyseliny
[8]: lysin, kyselina glutamova, y-amino-maselna,
glycin, serin, valin, glutamin, kyselina asparagova,
alanin, asparagin, tyrozin, arginin, fenylalanin,
leucin a isoleucin. Synteticky pfipravené substraty
pouZité pfi pokusech neobsahovaly na rozdil od me-
lasové piidy Zddné aminokyseliny a pfesto bylo na-
lezeno tém&F shodné aminokyselinové sloZeni hyd-
rolyzatii kvasinek z obou druh@i pid. Z toho plyne,
7e kvasinky, maji-li uhlikaty prekursor, tvofi ami-
nokyseliny bez ohledu na jejich pfitomnost v sub-
stratu.

5. Ve viech tfech zkoumanych hydrolyzéatech byly
nalezeny téméf viechny nepostradatelné aminoky-
seliny. Nebyl nalezen methionin, kterého obsahuje
kvasni¢na bilkovina vZdy jen malé mnoZstvi a
tryptofan, jenZ se pouZitou kyselou hydrolyzou
ni¢i. Byl nalezen pomé&rné& vysoky obsah lysinu,
ktery pro svou zna¢nou nutriéni hodnotu je velmi
dileZity ve vyZive.

6. Z vizudlniho pozorovani chromatogramii je pa-
trné, Ze vétsi kvantitativni zastoupeni aminokyselin
je u kvasinek péstovanych na pidé s octanem
amonnym neZ etanolem. Toto zjisténi je v souhlase
s vy$e uvedenym analytickym stanovenim obsahu
bilkovin v napé&stovanych kvasinkéch.

7. Na zdklad® dosaZenych vysledkid pii péstovani
krmnych kvasinek na syntetickém etanolu a octanu.
amonném, ktery je odpadem v chemickém pri-
myslu, nabizeji se daldi moZnosti pro jejich ziska-
vani.
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[MPOU3BOJACTBO KOPMOBOWM
BEJIKOBHMHBI HA BA3E
CHHTETHUYECKHX CYBCTPATOB

B cratbe MepedyHCAAIOTCS aMHHO-
KHCJIOTHI, TNPHCYTCTBHE KOTOPHIX ObiJO
VCTAHOBJIEHO XpoMaTorpaduueckHMu Me-
TOAAMH B KOPMOBOii GeJKOBHHE MOJY-
YEeHHOI NyTeM pa3sBeleHHs HEKOTOPBIX
mrtamMMoB cemeilictea Candida Ha cy6-
cTpatax C COAEepXKaHHEM CIHPTa HJIH
YKCYCHOH KHCJIOTBI, CJAYXHBIIHX B Ka-
yecTBe HCTOUHHKA YIJIEPOJIHCTHIX Be-
iecTs. XpoMaTorpaMMbl MOKa3bIBalOT,
UTO COfepiKaHHe AMHHOKHCIOT BO BCeX
H3yuaeMbIX CJayYasX ocTaeTcs NPHMEpHO
O1IHAKOBBIM. :

FUTTEREIWEISS AUF SYNTHETI-
SCHEN SUBSTRATEN

Der Artikel bringt eine Ubersicht
der Aminosduren, die chromato-
graphisch in Hefeeiweissmustern be-
stimmt wurden, welche durch die
Kultivation einiger Stdmme Candida
auf Alkohol- und Essigsdure-haltigen
(als Kohlenstoffquelle) Substraten ge-
wonnen wurden. Die Chromatogramme
zeigten, daB die Vertretung der Amino-
sduren in allen verfolgten Féllen un-
gefdhr die gleiche war.

APPLICATION OF SYNTHETIC SUB-
STRATES IN PRODUCTION OF HIGH
5 PROTEIN FOOD

The article deals with the results
of chromatographic analyses aimed
at identification of aminoacids, which
are present in yeast protein produced
by some strains of Candida group
grown on substrates containing al-
cohol or acetic acid as source of
carbon compounds. The chromato-
graphs indicate that the proportion of
aminoacids in all the investigated
samples is roughly equal.



