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1. OVOD

Vyroba piva piedstavuje v CSSR 24 miliéni hektolitri
ro¢né. Jako vedlejsi produkt vznikaji v mnozZstvi 1,2—3.1
litru na hektolitr piva odpadni tekuté kvasnice, coZ
predstavuje na uvedenou rocni produkci témér 3 500 tun
sudiny biomasy ro¢né. V sou¢asné dobé jsou odpadni pi-
vovarské Kkvasnice pirevaZné vyuZivany zemédélskymi
organizacemi jako krmivo a maly podil se zpracovava
na prepardt Pangamin. Odpadni kvasnice obsahuji fadu
biologicky aktivnich latek, jako jsou mnapf. vitaminy,
provitaminy, enzymy, aminokyseliny aj. Proto je snaha
o zjisténf obsahu t&chto sloZek v odpadnich pivovarskych
kvasnicich a o zpracovani technologicky a chemicky pfi-
jatelnych zpfisobl jejich izolace a purifikace.

Z hlediska vyuZiti ve farmaceutickém priimyslu se jevi
vyhodnym ziskavéani ergosterolu. Ergosterol je jednim
z hlavnich zastupcl v tuku rozpustnych vitamini, jakoZz-
to provitamin D,. Vitamin D, je dileZity pti metabolis-
mu véapniku a fosforu v téle. Jeho nedostatek se proje-
vuje vaZnymi poruchami riistu kosti nésledkem porude-
ného metabolismu. U&inkem ultrafialovych paprskii na
ergosterol se otevie kruh se dvéma konjugovanymi dvoj-
nymi vazbami a vznikne vitamin D,. Pouze paprsky vino-
vé délky 256 aZ 313nm jsou u&inné [1, 2]. Soutasné
b&hem ozafovédni vznika Fada vedlejSich produktii, jako
napf. lumisterol, tachysterol, prekalciferol [3]. Nékteré,
jako toxisterol a suprasterol, mohou byt toxické.

2. BIOSYNTEZA ERGOSTEROLU

Ergosterol je nejdileZitgjsim sterolem z pfibliZné dva-
ceti jinych sterolli, které jsou jak meziprodukty tak
i kone¢nymi produkty biosyntézy sterolli v kvasni¢né
buice.

Bunky vyuZivaji steroly pfi tvorb& membranovych
struktur. Podminky navozujici zvySenou tvorbu membran
indukuji zéroven i zvy3enou tvorbu membranovych kom-
ponentil [4, 5]. Proto je moZno pozorovat zvysenou tvorbu

sterolti pFi siln&jsi aeraci, kdyZ predtim Zily kvasinky
anaerobné.

Vlastni biosyntéza ergosterolu probihda ve ¢tyfech
stupnich [6, 7]:

1. konverze acetdtu na kyselinu mevalonovou,

“U&@E"f ———guu&t?;lu:)sfeml

: |
Cq~CHg
L
HW WsiSB»
] gl Cy- CH3
5

3| op-ony

uow -—“W iu

7 10 A
W—: vng“‘r o O ) dg:t?‘»—
H H 1 HO zymosterol

RPN :
A —

Rl =
n 1§| 2

“D’Cg%:;:steml —_H; 1
% wdg%‘(_ Ak 5

16

Obr. 1. Biosyntéza sterolil [23]
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2. konverze Kyseliny mevalonové na skvalen,
3. cyklizace skvalenu,
4. konverze lanosterolu na ergosterol.

Pro tvorbu ergosterolu jsou rozhodujici posledni dva
stupné&, které vyZaduji aerobni metabolismus kvasni¢né
bunky.

Nejvy3$3i hodnoty obsahu ergosterolu (2 % i vice) byly
zjistény u druhi Saccharomyces cerevisiae a Saccharo-
myces uvarum (Sacch. carlsbergensis) |8, 9]. Pivovarské
kvasinky jsou nékterymi autory povaZovény za mimofad-
né bohaté obsahem ergosterolu [10, 11, 12].

3. STANOVENI STEROIDNICH LATEK V KVASINKACH

Veskeré znamé metody pro stanoveni steroli jsou za-
loZzeny na rozrudeni buné&énych stén dezintegraci, uvol-
néni sterolit z membréan alkalickou hydrolyzou, po které
nasleduje extrakce do vhodného rozpoustédla. Vlastni
stanoveni je spektrofotometrické a vyuZivd vysoké
absorpce ergosterolu v UV oblasti svételného spektra
s maximem pii 282 nm.
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Obr. 2. UV spektrum ergosterolu [13]
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Obr. 3. Vliv ndsledné kultivace na obsah ergosterolu v li-
sovanych pekarskiyjch kvasnicich

K témto metodam patii metoda podle Longleye [14],
Riendela a Waltera [15], metoda hydrolyzy methano-
lickym roztokem hydroxidu draselného [16] a metoda
hydrolyzy 40% vodnym roztokem hydroxidu draselného
[16]. Pro stanoveni celkovgch sterolll je moZno vyuZit
Liebermann-Burchardovu Kkolorimetrickou metodu [17]
nebo vaZkové stanoveni sterolovych digitonind [17].
Z daldich metod se vyuZiva tenkovrstva chromatografie
[18], vysokotlaka chromatografie — HPLC [19, 20, 21],
popf. plynova chromatografie [22].

Pii porovnéni spektroskopickych metod bylo nejvys-
§ich vytéZki dosaZeno pii pouZiti metody podle Long-
leye, a proto byla pouZivana v dalsi prdci.

3.1 Priprava vzorku

Odebrané vzorky tekutych kvasnic se odstiedily pfi
3000 ot.min-! po dobu 10 minut. Vzorky se dvakrait
promyly vodou a za stejnych podminek odstredily.

Vlastni hydrolyza pii pouZiti Longleyho metody se
provadi takto:

15 ml bun&&né suspenze se odstfedi a 2 hodiny vafi
na olejové lazni pii 115 aZ 120°C pod zpé&tnym chladi-
¢em s 5 ml 30 aZ 35% hydroxidu draselného. Po ochla-
zeni se vzorek dvakrat extrahuje 5ml cyklohexanu a
spojené extrakty se proméfuji proti €istému rozpoustédlu
pfi GtyFech vinovych délkach. Hodnota absorbance pri
282 nm se Kkoriguje o hodnoty nameéfené pfi vinovych
délkach 294; 271,5, a 310 nm podle vzorce:

As82 cORR = 2513 . Azs2 + 1,205. A2 — 2,327 . A5 —
— 1,389. A0
a z této hodnoty pak
_ As2corr.V
~ 200.M

kde ES je bezvody ergosterol v susiné (%)
A282 corR — korigovana hodnota absorbance pfi
282 nm,
|74 — objem extrakéniho €inidla (ml),
M — hmotnost susiny (g),
299 — moléarni absorpéni koeficient ¢€istého
ergosterolu.
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Obr. 4. Vliv ndsledné kultivace na obsah ergosterolu v pi-
vovarskijjch ndsadnich kvasnicich

3.2 Vliv dezintegrace bunék na vytéinost ergosterolu

K zjisténi vlivua rozruSeni bun&fnych stén na vyté-
Zek ergosterolu byla €ast vzorkid podrobena pfed hydro-
lyzou jesté dezintegraci na zaFizeni X-Press, HP-20, AB
Biox (Stockholm, Svédsko).

3.3 Porovnani obsahu ergosterolu v riiznych typech kva-
sinek

Pii porovnéni obsahu ergosterolu v lisovaném pekai-
ském droZdi a pivovarskych kvasinkdch nésadnich a od-
padnich ze spilky a ze sklepa byly ziskdny primérné
hodnoty uvedené v tabulce 2.
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Tab. 1. Vliv dezintegrace predrazené hydrolijze na vy-
téznost ergosterolu z odpadnich kvasnic [po hlav-
nim kvaseni)

Obsah ergosterolu v suSingé F e .
Vzorek biomasy (%) | Pririistek obsahu
&islo ST L e B Er%os\:erolu
| bez dezintegrace s dezintegraci {WiTel)
|
1 | 0,164 0,197 20,12
2 0,142 0,163 14,79
3 0,168 | 0,198 | 17,86
e 0,156 | 0,186 { 19,23
5 7l 0,210 0,253 I 20,48
6 | 0,215 0,261 21,39
| l
Primérné zvySeni obsahu ergosterolu v sudiné biomasy
18,98 % rel.

Tab. 2. Porovndni obsahu ergosterolu v pekai'skgjcﬁ a pi-
vovarskijch kvasnicich

| Obsah ergosterolu

Vzorek | v sudiné biomasy (%)
Lisované pekaiské drozdi . 0,55
Pivovarské kvasnice nasadni 0,12
Pivovarské kvasnice odpadni —

ze spilky 0,21
Pivovarske kvasnice odpadnj —

ze sklepa 0,28

3.4 Vliv nasledné kultivace na obsah ergosterolu v kva-
sinkach

V daldi €asti prace se modelovaly podminky pro na-
sledné zvySeni obsahu ergosterolu v kvasinkach kultiva-
ci za aerobnich podminek. Kultivace probihala pfi 28 °C
na laboratorni tfepatce po dobu 96 hodin na ¢&tyFech
typech médii.

Tab. 3. Vliv ndsledné kultivace na
v riznych typech kvasnic

obsah ergosterolu

| Doba | Médium
Druh kvasnic kulti- | Poznamky
vace
(h) ‘ Af-tns e ey
(1] 0,47 0,47 0,47 047 !
el 24 0,69 049 042 0,60 |
e 48 | 0,89 051 038 069 |
i 72 | 092 053 029 0,63 |
| i 0,90 050 0,20 059 |
o 0,12 0,12 0,12 0,12
e e :; 032 0,12 012 025 |, o
Ay | 057 014 010 040 | &
72 | 060 0,12 009 042 | %
| % | 055 010 007 0,37
| \
0 021 021 0,21 0,21
P P 24 0,40 0,21 0,20 0,27 kmen
gt',‘;]"a"darff'ﬂ”spl]ka 48 051 023 017 032 | 9.10
72 0,45 0,23 0,13 0,29 | 9. nasazeni
9% | 042 020 0,10 027
1
0 | 028 028 028 028 |
s | 3| 83 832 08 0B,
odpadni — sklep | 72 | 031 028 016 028 | %10
96 0,30 0,24 012 0,27 |

Slozeni médii: A — 0,5 g . 1—1 (NH,); HPO,
0,18.1=1Mgso,
0,2g.1-1K;80;
5 % sacharosy
B — obsahovalo pouze soli jako médium A
C — c¢ista voda
D — obsah soli jako u A, 1% ethanolu
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Obr.5. Vliv ndsledné kultivace na obsah ergosterolu
v odpadnich pivovarskich kvasnicich [spilka)
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Obr. 6. Vliv ndsledné kultivace na obsah ergosterolu v od-
padnich pivovarskiych kvasnicich [sklep)

4. ZAVER

Obsah ergosterolu v odpadnich pivovarskych kvasni-
cich je zavisly na pouZitém kmenu a fyziologickém sta-
vu kvasinek, ktery nzce souvisi s poctem nasazeni do
kvasného procesu.

Jednozna¢né byl prokazan pozitivni vliv dezintegrace
prediazené hydrolyze na vyteéZek extrakce ergosterolu.
Priimérné zvyseni vyteéZnosti dosdhlo 18,98 % relativnich
(tab. 1).

Pri porovnani riznych typl kvasinek byl nejvy3si
obsah ergosterolu zjiStén u pekafrskych kvasnic. Stano-
veny vyssi podil ergosterolu v odpadnich kvasnicich z le-
Zackych nadob v porovndni s nésadnimi nebo odpadni-
mi kvasinkami ze spilky je v relaci s tdaji udavanymi
literaturou, kterd uvadi zvy3eny obsah ergosterolu ve
starSich bunkéach [24].

Nasledné kultivace prokazaly riazné zvyseni obsahu
ergosterolu v zévislosti na pouZitém médiu a typu kvas-
nic.

Nejvyrazneéjsiho zvyseni obsahu ergosterolu se dosédhlo
pri kultivaci kvasnic na médiu priZiveném solemi a obsa-
hujicim jako zdroj uhliku 5% sacharosy. Pozitivniho
zvyseni bylo dosaZeno téZ pii pouZiti média s 1% etha-
nolu jako zdroje uhliku a priZiveného solemi. Médium
obsahujici pouze soli nepfineslo vyraznéjsi zvySeni.
Obsah ergosterolu se téméf nezménil. Pfi uchovavani
kvasinek pod vodou doSlo naopak ve v3ech piipadech
k vyraznému poklesu obsahu ergosterolu.

Pokud se tyka jednotlivych typil kvasnic, pfi kultivaci
lisovanych pekaiskych kvasnic bylo dosaZeno zvySeni
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obsahu ergosterolu témeéf dvojndsobné pri kultivaci na
50 roztoku sacharosy pfiZiveném solemi a pFi vyuZiti
1% ethanolu jako zdroje uhliku dosdhlo zvySeni zhruba
1,5ndsobku piivodni hodnoty.

Pri kultivaci pivovarskych nasadnich kvasnic se pfi
kultivaci na sacharose dosahlo tém&f 5ndsobného zvyse-
ni obsahu ergosterolu. V piipadé kultivace na ethanolu
bylo zvy3eni 3ndsobné.

Kultivace odpadnich Kkvasnic ze spilky na sacharose
piinesla zvy3eni 25néasobné, pfi kultivaci na ethanolu
pouze 1,5nasobné.

PFi kultivaci odpadnich kvasnic z leZickych nadob se
v podstaté nedosdhlo Zadnych pozitivnich vysledki.
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Basaiova, G. - Liblova, L.: Ergosterol v odpadnich pivo-
varskych kvasinkdch. Kvas. prim. 33, 1987, ¢ 3, s.
65—68.

Clanek se zabyva orienta¢ni studii obsahu steroidnich
latek, resp. ergosterolu v pivovarskych a pekaiskych
kvasinkdch. Odzkou3elo se 6 stanoveni ergosterolu,
v dalsi préaci se pouzila metoda podle Longleye. Zvyseny
vytéZek ergosterolu se zjistil v pripadé predfazené dezin-
tegrace bun&k pied vlastni hydrolyzou. Steroidy se izo-

lovaly z bun&&né hmoty alkalickou hydrolyzou a nésled-
nou extrakci cyklohexanem. Pekaiské kvasinky odebrané
z provozu mély v priiméru 2 aZ Skrat vyssi obsah ergo-
sterolu v porovndni s odpadnimi pivovarskymi kvasin-
kami. Néaslednymi kratkodobymi kultivacemi odpadnich
pivovarskych kvasinek v aerobnich podminkdch na riz-
nych zdrojich uhliku s pridavky soli se zjistilo, Ze lze
zvysit obsah ergosterolu 3 aZ Skrat.

Bacapxosa, I'. - JIs0aosa, JI.: Iprocrepon B OTXOAHBIX NH-
BoBapeHHnIX aApoxoiKax. Ksac. npym. 33, 1987, Ne 3 c.
65—68.

Crathsl 3aHHMaeTcss OPHEHTHPHBOYHBIM H3YUEHHeM cojep-
JKaHHA CTEPOHHBEIX BEIIECTB, HJH K€ 3Procrepoia B OTXOM-
HBIX H XJefonekapHbX APoikKax. Bwio nenwitano mectsb
onpejeeHHil sprocrepota. B nanpneiimeii paGore Gbl1 npH-
menen meton no Jlonraeio. [TosbilneHHBIT BHIXOJA 3procre-
poiia Gl ycTaHOBJCH B cJydyae NPOBEACHHS JE3HHTErpaiHH
KJETOK Tiepel CoOCTBEHHBIM THapoan30M. CTepoHABl H30/H-
POBaJHCL H3 K.'ICTO‘!]IOII Macchbl npH MNOMOILH OCHOBHOTIO
CHAPOJN3a M NOCJAEAYIOUIero 3KCTparHpoBaHus LHKJIOrekca-
oM. XaeGonekapHblie APOXKH, OTOOpaHHBIE W3 NPOH3BOJ-
CTBa, OTJHYAJHCh B CpeaHeM 2—5 pas BBHICIIHM cOjJepKa-
HHEM 3procrepoja 10 CPaBHEHHIO ¢ OTXOJHBIMH TMHBHBIMH
apoxzxkamu, I1pn nocienyioliem nposeeHHH KpaTKOBpeMeH-
HOrO KYJbTHBHPOBAHHS OTXOAHBIX THBHBIX  JIPOXKIKeil
B a%pOOHBIX YCJOBHAX Ha pasHbLIX HCTOYHHKAX yriaepoja
¢ ao06aBKOil coJeil ObLIO HaJAEHO, YTO MOMKHO TOBBICHTDH
cojiep:Kanue sprocreposa B 3—5 pas.

Basaiova, G. - Loblova, L.: Ergosterol in Brewing Yeasts.
Kvas. priim. 33, 1987 No. 3, pp. 65—68.

An information study of ergosterol content in brewing
and baker’s yeasts was made. Six methods for the ergo-
sterol determination were tested. As a result the Longley
method was used in further work. When a cell des-
integration was made prior to the cell hydrolysis
a higher ergosterol yield was found. Steroids were iso-
lated from the cell mass by the alkaline hydrolysis with
a following extraction by cyclohexane. The ergosterol
content in bakers yeast was about 2 to 5 times higher
than that in brewing yeasts. It was found that the ergo-
sterol content in brewing yeasts can be 3 to 5 times
increased by the following short-term cultivation in salt
media with various carbon sources.

Basaiovd, G. - Liblova, L.: Ergosterol in der Abfallhefe
der Brauereien. Kvas. prim. 33, 1987, Nr. 3, S. 65—68.

Der Artikel befaBt sich mit der Studie des Gehalts
steroider Substanzen, bzw. des Ergosterols in Brauerei-
und Backhefe. Es wurden sechs Methoden zur Ergo-
sterolbestimmung erprobt; in der weiteren Arbeit wurde
die Methode nach Longley appliziert. Eine erhOhte Ergo-
sterolausbeute wurde im Fall der Vorschaltung der
Zelldesintegration vor die eigentliche Hydrolyse fest-
gestellt. Die Steroide wurden aus der Zellmasse durch
alkalische Hydrolyse und nachfolgende Extraktion
mittels Cyklohexan isoliert. Die aus dem Betrieb ent-
nommene Backhefe wies im Durchschnitt einen 2 bis
5mal hoheren Ergosterolgehalt im Vergleich mit der
Abfallhefe aus der Brauerei auf. Es wurden nach-
trdgliche kurzzeitige Kultivationen der Brauerei-Abfall-
hefen in aeroben Bedingungen mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen und Zugaben von Salzen durchge-
fithrt und es wurde festgestellt, daB auf diesem Weg
der Ergosterolgehalt auf das 3 bis 5fache erhOht werden
kann.



