Perspektivy vyroby ergosterolu z primyslovych kvasnic ...:::

Ing. BOZENA BEHALOVA, CSc., RNDr. CENEK NOVOTNY, CSc., Ing. FRANTISEK MACHEK, CSc., Mikrobiologicky

dstav CSAV, Praha,

Ing. JIRINA PASKOVA, CSc., Ing. BOHUMIL SPACEK, CSc., Vyzkumny tistav koncernu Konzervarny a lihovary, Praha

Klitova slova: ergosterol, steroly, vyroba, kvasinky, primyslové kvasinky, syntéza, kmen, fermentace, izolace, mi-
kroorganismus, Saccharomyces cerevisiae, hybrid, intermedidt

Uvod

Pekafské kvasinky jsou surovinovym zdrojem vyroby
ergosterolu, realizované v souCasné dob& ve Vychodo-
C¢eskych chemickych zdvodech, n.p.,, Pardubice-Semtin.
Ergosterol se zde dale zpracovdva na antirachiticky
vitamin Dj.

Dlouholetym problémem vyroby je nedostate€na kapa-
cita tuzemské produkce ergosterolu, takZe jedna tfetina
jeho ro¢ni spotfeby se trvale dovaZi z kapitalistickych
stati a tak nepfiznivé ovliviiuje vyrobni cenu vitaminu
D,. ReSenfm souasné situace by bylo zvy3eni obsahu
ergosterolu v suding kvasinek z necelého 1% alespoii
na hodnotu 1,5 az 2 %.

Dva zdsadn® moZné pristupy zvySeni obsahu ergoste-
rolu v kvasinkach jsou tdprava fermentacnich podminek
a vybér vhodného kmene.

Zvyseni obsahu ergosterolu v kvasinkdch Saccharomyces
cerevisiae tpravou kultivatnich podminek

Obsah sterolil a jejich kvalitativni sloZeni jsou v Siroké
mife ovlivnitelné zplsobem Ziveni, prfedevdim limitaci

Zivin [1], [2]. Zplsob Ziveni neovliviiuje pouze hladinu
ergosteroln, ale seufasn® i hladinu ostatnich sterold,
metabolickych intermediati, z hlediska vyroby ergoste-
rolu balastnich a zt&Zujicich jeho izolaci [3]. Zd&a se,
7e zvyseni obsahu ergosterolu zménou kultivaénich pod-
minek je obtizn& realizovatelné, nebof jiZ p¥i pomérné
nizkém zvy3eni obsahu ergosterolu v buifica nedmérné
vzriist4 obsah ostatnich steroli. U droZdi, produkovaného
b&%nou droZd4renskou technologii, tvo¥i ergosterol 80—
—90 % sterold. PFi indukci zvy3ené tvorby steroldl
a vice neZ dvojndsobném zvySeni ergosterolu klesd pro-
centni zastoupeni ergosterolu na 30 %. Obrdzek 1 zobra-
zuje zmé&nu obsahu a sloZeni sterolt kmene Saccharomy-
ces cerevisiae Aj; [5] pFi zvysené syntéze sterold na
indukéni melasové pGdé [4] a zarovedl dokumentuje
doprovodny vzriist balastnich sterolli, predevSim 24 (28)
dehydroergosterolu, tvoiiciho spole€né s ergosterolem
frakci 5,7nenasycenych sterolii. 24 (28) dehydroergoste-
rol je pfimym metabolickym prekurzorem ergosterolu,
pfi izolaci ergosterol doprovazi a sniZuje tak vytéZek
produktu.
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Obr. 1. Fermentace kmene Saccharomyces cerevisiae A,
na indukéni melasové pudé
(102 g melasy, 10g cornsteepu, 3,6 g (NH;),HPO,;, 058

K,POg v 1)
1A — Zména obsahu steroli v Kkvasni¢né su3iné beéhem
fermentace

1B — Zmeéna slozeni sterolové frakce béhem fermentace

Zvyseni produkce ergosterolu vybérem kmen# Saccharo-
myces cerevisiae s konstitutivng vysokou hladinoun ob-
sahu ergosterolu

Na zéakladé poznatk z fermentaci jsme zaméfili pozor-
nost pfedevdim na vybér kmene s konstitutivn& vysokym
obsahem ergosterolu. Jeho aplikace v drozdarné se stala
aktualn&jsi jesdté tim, Ze pfi soufasné produkci pekaf-
ského drozdi pfechézi vétsina droZdaren na vy33i tech-
nologicky stupeii vyroby s vykonné&j$im aera&nim zafi-
zenim pro vy3si produkci biomasy. V licentné& zajisté-
nych provozech jsou kultivovany dovozni hybridni kmeny
Saccharomyces cerevisiae s velice nizkym obsahem ergo-
sterolu, coZ vyrazné ovliviiuje jeho v§robni cenu (fab. 1).

Pro kultivaci v medernich droZdarnach je nutno vedle
vyssiho obsahu ergosterolu zajistit dobré pekatské
vlastnosti a planovany objem produkce. Laboratorni
testaci 80 droZdafFskych kment Saccharomyces cerevisiae
bylo prokazédno, Ze nejlep§imi producenty ergosterolu
jsou kmeny KBD a A,,, pricemZz kmen KBD syntetizuje
na induk¢éni melasové padé nizdi mnoZstvi balastnich
sterol@. V drozdarné Nyfany byl vyzkouSen kmen KBD,

ktery si i v provoznich podminkach podrZel dostatecné
vysoky obsah ergosterolu, avSak vytézek biomasy byl ve
srovnani s bézné pouZivanym hybridnim kmenem v ny-
Ffanské droZdarn& niZzdi. Naslednou selekci a Zlechténim
kmene KBD byl ziskdn kmen, oznateny jako D;, ktery
je chranén autorskym osvédCenim ¢&. 2477 97 [6]. Kmen
D, prevySuje vychozi kmen v obsahu ergosterolu a do-
sahuje produkce biomasy hybridnich kment (fab. 2).

V drozdarné Nyfany byla u série ovérovacich fermen-
taci kmene D; provérena stabilita produkce biomasy
a ergosterolu i eventudlni moZnost zvySeni produkce
ergosterolu modifikaci fermentacniho postupu. Modifika-
ce I spocivala ve dvoufdzovém linearnim vedeni pfFi-
toku melasové zdpary a amoniakové vody (legenda obr.
2B/, ke kterému vedla snaha rozdélit fermentaci na
riistovou a produkéni fazi. Pri modifikaci II byl piitok
melasové a amoniakové vody do 9. h lineédrni, pfi 35 %
sniZzeni Ziveni dusikem a od 9. h byl Fizen metrexem
pfi 0,5 % ethanolu v médiu a b&%né hlading Ziveni du-
sikem (legenda obr. 2C). SniZeni Ziveni dusikem a rist
na ethanolu pfiznivé ovliviiuji syntézu ergosterolu pie-
devSim u kmene A,;;. Pribéh fermentaci kmene D; je
zobrazen na obr. 2. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Jak ukazuje tabulka 3, v modifikovanych fermentac-
nich postupech obsah ergosterolu sice mirng& vzrostl,
avSak diky soucasnému sniZeni produkce biomasy byla
celkova produkce ergosterolu mirné sniZena.

Tabulka 1. VI'v suroviny na vyrobni cenu ergosterolu

3 Prggr;gxt‘]ny Vyrobni cena
Dodavatel ergosterolu
ergosterolu
g (%) (Kés za kg)
Krasné Brezno (1984) : 1553 3 600
N§Fany (1984) 0,65 6 000

Tabulka 2. Produkce biomasy a ergosterolu u sledovanych
kment Saccharomyces cerevisiae

Obsah Produkce biomasy |Teoreticky vytéZek
Kmen ergosterolu (t lis. droZdi na ergosterolu
(%) fermentor) (kg na fermentor)

hybrid 0,65 11,0 17,8
KBD 1,42 8,2 29,0
Dy 151 T4.7 445

Tabulka 3. Stabilita produkce biomasy a ergosterolu

kmene D5
Produkce T
s 24 (28) biomasy | TEoreticky
g0- : vytézek
sterol dehydro- (t lisova- ergosterolu
['i/u] ergo{?“lcrol ného drozdi|~ (kg ;:a
> (%) ve fermen-
AR fermentor)
kontrola ‘ 1,50 0,38 11,3 45,8
modifikace 1 1,53 0,40 10,6 43,8
modifikace 11 ‘ 1,58 0,31 9.3 39,7

Tabulka 4. Obsah sterold v primyslovgch kvasinkdch

5,7nenasy- 24 (28) Ergo-
£ ke cené dehydro- :
Nazev kvasinky steroly ergosterol 5:35?1
(%) (%)

Candida ethanolitolerans [(Ko-
jetin) 0,45 0,08 0,37
Candida utilis (SmP Paskov) 0,47 0,10 0,37
Candida coreanus (Roztoky) . 0,58 0.12 0,46
Saccharomyces uvarum (Sta-
ropramen, Smichov] 0,15 0,10 0,05
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Obr. 2. Prumyslové fermentace kmene Saccharomyces ce-

revisiae Dj.

2A kontrola — drozdarensky pritok melasové zapary, rize-

2B modifikace

2C modi‘ikace

ny metrexem na 0,1 % ethanolu, pritok amo-
niakové vody 33 1 v 1000 1 zdpary

drozdarenského pritoku 1 — dvoufazovy li-
nearni pritok melasové zdpary %

1.— 4. h rozkvas 9001. h—-"

4.— 9. h 12001.h=1

9.—20. h 600 1. h—1

¢pavkova voda 331 v 1000 1 zapary po ce-
lou dobu fermentace

drozdarenského pfritoku II — vy$8i hladina
ethanolu v zavéru fermentace, pritok 1.—9. h

8001. h—' amoniakovd voda 201 v 10001
9.—18. h pritok melasové zapary Fizeny
metrexem na 0,5 % ethanolu, amoniakova

voda 331 v 1000 1 zapary

Obsah ergosterolu ostatnich priimyslovych kvasinek

Vedle studia droZdéarskych kmeniti Saccharomyces ce-
revisiae byl obsah a sloZeni steroll stanoven i u kvasinek
z jingch moZnych primyslovych zdreji. Vysledky uvadi
tabulka 4.

V Z4dném piipadé (uvedeném v tabulce 4) nepfekrocil
obsah ergosterolu v kvasniénych buiikdch hodnotu 0,5 %
susiny.

Zaver

Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze nejlepSim surovi-
novym zdrojem vyroby ergosterolu jsou pekalPské kva-
sinky patentovanych droZdéarskych kmen@i D; a A,,, pro-
dukované béZnym zplsobem piitokové technologie ve
vysokoproduk€nich droZddrnach. PFi fermentaci kmene
D; v provoznich podminkéach se dosahlo vysoké produkce
biomasy kvalitniho pekafského droZdi pii soufasné vy-
soké produkci ergosterolu. Kmen D; reaguje malo na
zmény technologie fermentace, coZ zajistuje stabilitu pro-
dukce biomasy i ergosterolu. Upravou fermentagnich
podminek je snaze modifikovatelny kmen A,;, ktery
v primyslovém mé&Fitku zatim nebyl zkouSen. P¥i fer-
mentacnich moZnostech zvySeni obsahu ergosterolu je
v3ak vidy nuino sledovat nebezpeci sou€asného zvyseni
syntézy balastnich sterolii. Kvasinky z jinych priimyslo-
vych zdroji maji pro ekonomickou vyrobu ptili§ nizky
obsah ergosterolu.
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Syntézn kvasni€ného ergosterolu lze zvysit jednak vy-
hérem vhodnych kmenfi. jednak z#A<ahy do technoloeie
fermentace, pfi nichZ se vSak miiZe neimérnd zvySit
syntéza intermedidtli eregosterolu, zt&Zuiicich jeho izolaci.
Schopnost zvySené produkce ereosterolu bvla prokazana
u kmenl Saccharomyces cerevisiae A-,» a D,, pFifem#
vysokd produkce biomasy i ergosterolu kmene D; byla
provéiera i v priimyslovém m#&¥itku.

Pro vyrobu ergosterolu isou rejlendf surovinou neka¥®-
eké kvasinky vybranych kmenti, jeiich# obsah ergoste-
rolun nékolikand<obng& pfevviuie ohsah ereosterolu v hv-
hridnich neka¥sk¢ch kmenech, v pivovarskych kvasinkéch
i v krmném droZdi.

Beranosa. B., Hosoruel, Y., Maxek, ®., Mackosa, U.. llIna-
uyek B.: TlepcneKTHBBI TPOH3BOICTBA 3DrOCTEPONIA W3 IARNIN-
ckux ppoxcxkei. Kpac. npym. 33, 1987 Ne 5, crp. 143—146.

CHHTE3 JIDOKIKEROT0 3DrOCTeposa MOIKHO TORBICHTH KAk
BHIBOPOM TNOAXOAANINX HITAMMOR, TAK TONATAHHEM B TeX-
HOMOTHIO (DeDMEHTAIHH. KOTODAS MOMKET BerTH ¥ Hemomen-
HOMY TIOBBIIIEHHH CHHTE3a WHTEDMEIHATOR 3IDTOCTEDONA
KOTODBIC 3ATPVAHAIOT H30s1HI0. Cnoc06HOCTR TTORKITIICHINT
NNOTVKIIHH 3DTOCTEDOMa Oblna 1OKa3aHa vV MITAMMOB Saccha-
romuces cerepvisiae A,. u /T-. xorna BHLICOKas NDOMVKIIMA
Auomacesl M anroctepona mramma 1., Gbl1a MPOBeDeHA
H R NMDOMBITIJIEHHOM KDHTENHKD

Jns PONYKUHH 3DTOCTEPOJa JIYUIIOs CHLIPhE HeKapceKue
JADOKIKK W3ODAHHBIX ITTaMMOB.

BMCCT"MOCTh IProCcTEPOJIA B IHTAMMAX TIDEBBICHT BMECTH-
MOCTB 3PrOCTEpOJa B THOPHAHBIX TEKapCKHX iITAMMAX,
B TIMBHBIX W B KOPMOBHIX JPOKIKAX.
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BBhalova, B., Novotny, C. Machek, F. Péaskova, .,
Spatek, B.: Perspektives of Ergosterol Production from
Industrial Yeasts. Kvas. prim. 33, 1987, No 5, pp. 143—
146.

Synthesis of yeast ergosterol can be increased both by
selection of suitable strains and by interference with
fermentation technology. The latter approach may cause
an excessively high synthesis of ergosterol intermedia-
tes hampering its isolation. The ability to produce increa-
sed amounts of ergosterol was determined in Saccharo-
myces cerevisiae strains Az, and Dj, the high production
both biomass and ergosterol in strain D; was tested also
cn an industrial scale.

The best producers of ergosterol are selected strains
of baker's yeast; the content of ergosterol in these
strains exceeds several times that of hybrid baker's
yeast, brewer's yeast and fodder yeast.

B&halova, B. - Novotny, €. - Machek, F. - Paskova, |. -
Spatek, B.: Perspektiven der Produktion von Ergosterol
aus industriellen Hefen. Kvas. pram. 33, 1987, Nr. 5, S.
143—146.

D:e Synthese des Hefeergosterols kann entweder durch
die Auswahl geeigneter Hefestdimme oder durch Eingriffe
in die Technologie der Fermentation erhOht werden.
Durch diese Eingriffe kann sich jedoch auch die Synthe-
c2 der Ergosterol-Intermediate erhihen, die seine Isola-
tion erschweren. Die Fédhigkeit der erhdhten Ergosterol-
produktion wurde bei den Stdmmen Saccharomyces
cerevisiae A,; und D; bewiesen, wobei die hohe Produk-
tion der Biomasse und des Ergosterols bei dem Stamm
D, auch im industriellen AusmafB bestétigt wurde.

Fir die Ergosterolproduktion sind als bester Rohstoff
Backhefen ausgewidhlter Stimme geeignet, deren Ergo-
sterolgehalt die hybride Backhefestdmme, die Brauerei-
und Futterhefen um ein mehrfaches tibertrifft.




