190

KVASNY PRUMYSL
roc¢. 32/1986 — c¢islo 7—8

Zmeény lipidd pii frakcionaci kvasni¢né biomasy

6683.25 579
664.3

Ing. VLADIMIR SILLINGER, Ing. FRANTISEK MACHEK a Ing. Simona CIZINSKA, Mikrobiologicky ustav CSAV, Pra-

ha

Klitova slova: fosfolipidy, josfatidy, lyzofosjatidylcholin, fosfatidylcholin, konverze fosfatidi na lyzoderivaty, ex-
trakce lipidi, dezintegrace, frakcionace biomasy, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis

Ovod

Pii komplexnim vyuZivani kvasni¢né biomasy se vy-
chéazi ze suspenze kvasinek, ktera se podrobi mechanic-
ké dezintegraci, naceZ se v homogenétu, po odseparova-
ni bunéénych stén, odstranuji nukleové kyseliny piso-
benim intracelularni nukleasy a zvy3ené teploty pfii op-
timdlnim pH [1]. Extrakce lipidického podilu probiha
zde tedy po oddéleni buné&fnych stén a pihisobeni vyssi
teploty.

MoZnost ziskdvéni lipidického podilu byla feSena jiZ
dfive, avSak vychézelo se pouze z jedné frakce. Podle
AO ¢&. 223007 [2] lze provadét nékolikastupfnovou extrak-
ci izolované kvasni¢né bilkoviny (o suché hmotnosti asi
18 % hmot.) rozpoudtddlem misitelnym s vodou. ProtoZe
se soutasné extrahovani bilkovina dehydratuje, probiha
tak kazda nésledujici extrakce v prostifedi o vy33i kon-
centraci extrakéniho €inidla a tim je umoZnéno rozdé-
leni jednotlivgch sloZek lipidického podilu do riiznych
extrakénich stupiit jiZ béhem extrakce.

SloZky lipidického podilu tvori i biologicky cenné
steroly a fosfolipidy. Zvlasté o posledné jmenované ros-
te zdjem pro jejich priznivé fyziologické vlastnosti a
oteviraji se nové moZnosti aplikace nejen v potravinar-
ském (chléb, bilé pecivo, rostlinné tuky, mlécné vyrob-
ky), ale i ve farmaceutickém pramyslu [3].

PFi studiu lipidického podilu z kvasinek jsme zjistili,
Ze u fosfolipidi extrahovanych podle citovaného AO &.
161299 [1] se zvy3uji jejich lyzované formy, coZ je
z hlediska dietetického ¢i therapeutického neZzddouci.
Vy3si obsah lyzofosfatidii signalizuje vy33i stupei Sté-
peni fosfatidi, pfi kterém se souasné uvoliuji volné
mastné kyseliny a ty zase mohou inhibi¢n& ovliviiovat
metabolické procesy urcitych enzymovych systémi v or-
ganismu [4].

Je znamo [5], Ze v piirodnich lecithinech, jako napf.
v sojovém, slunednicovém, fepkovém, bavinikovém, va-
jeéném, nedini lyzoforma vice neZ 10 % obsahu pfFitom-
ného fosfatidylcholinu &i fosfatidylethanolaminu. Po-
dobn& je tomu i v Zivo&idnych tkénich: driibeZi maso
2,01 %, veptové 571 %, rybf 1,70 %, rybi tuk 498 %.

Vzhledem k pomé&rné pfiznivému sloZeni kvasni¢nych
lipidi pfedev3im ze stanoviska vysokého obsahu fosfo-
lipidi jako potenciondlniho zdroje nenasycenych mast-
nych kyselin, zabyvali jsme se podrobné&jsi analyzou li-
pidické sloZky v kvasink&ch. Pomér lyzofosfatidylcholi-
nu (LPC) ku fosfatidylcholinu (PC) v kvasinkdch ne-
presahuje 10 % [7]. Kvasinky péstované anaerobné do-
sahujf aZ 27,2 % (8); vyjimku tvofi lipofilni kvasinky,
kde u Rhodotoruly glutinis uvddi Yoon [9] podle pod-
minoe/k kultivace hodnoty 100 LPC: PC v rozmezi 55 aZ
174 %.

Material a metody

1. Pro préaci byly pouZity pekaiské kvasinky Saccha-
romyces cerevisiae trentinské provenience.

2. Chromatografickd stanoveni na tenké vrstvé s pla-
menoionizadni detekci byla provadéna na pristroji
latroscan TH 10 (latron Labs. Tokyo) s pouZitim sili-
kagelovych tyCinek Chromarods S II. Ty&inka délky
100 mm byla detekovédna za 25 s, coZ odpovidé detekini
rychlosti 4 mm.s-1. Pritok vzduchu detektorem byl
35 ml.s~1, pritok vodiku 30 ml.s—1. Analogicky sig-
nél z detektoru byl vyhodnocovan graficky integrdatorem
Spectrophysic 4100.

3. Analyza neutrdlnich lipidd: kaZdy vzorek byl roz-
pustén ve smési chloroform: methanol (2:1) a 1 ul byl
nanesen na ty¢inku. Vyvijeci kamera byla saturovéana
20 min, ty&inky byly pfed pouZitim aktivovany priicho-
dem ionizaénim plamenem. Vzorky byly vyvijeny sousta-
vou n-hexan: diethylether: kyselina mraven&i (54:6:0,8)
pfi 22—25°C po dobu 25 minut. Systém byl vyvijen do

vysky 100 mm. Po vysuSeni byla provedena detekce
v ionizaénim plameni postupem podle odst. 2).

4. Analyza fosfolipidi: smés lipidd byla separovana
pouZitim smési chloroform:methanol:voda (45:26:2,5)
pii 22 az 25°C po dobu 45 minut. Chromatogram byl
vyvijen do vysky 100 mm [10].

Vysledky a diskuse

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly podrobeny
mechanické dezintegraci, popf. i denukleinizaci s ex-
trakci tukového podflu. Extrahovali jsme Folchovym C¢i-
nidlem, tj. smési chloroform a methanol v poméru 2:1,
popt. s Kkyselou doextrakci. Vysledky jsou wuvedeny
v tab. 1. Extrakce 1 je ¢tyfndsobna extrakce Folchovym
ginidlem, extrakce 11 je dvojnasobnéd extrakce Folcho-
vym ¢inidlem a jednou smési chloroform:methanol-HCI
(200:100:1). Pro ndazorné&jsi pfedstavu je soutet hodnot
nalezenych fosfatidii vyjadfen jako PL = 100 %.

Tabulka 1. Obsah lipidd v kvasinkdch Saccharomyces

cerevisiae  podrobengch dezintegraci, de-
nukleinizaci a extrakci ziskaného proteinu
e Obsah lipida v %
< celkovém extraktu
= -
ESs | 1
| =25 1 |
i =5 | ML | PE | PC {r SPH‘ LP()‘PI (PS]
i s
|
Extrakce 1 pro 5.9 62,5()‘ 2,70 |13,01] 1,73 | 20,05 0,34
PL = 100 % — — | 5,52 | 35,48 4,61 |53,47 0,91
Extrakce IlI pro 3.6 63,31 1,20 |13,76) 1,79 |19,84| nesta-
PL = 100 % — — | 3,27 | 37,50 4,88 | 54,35| noveno
NL = neutralni lipidy LPC = lyzofosfatidylcholin
PE ~— fosfatidylethanolamin Pl = fosfatidylinositol
PC = fosfatidylcholin Ps = foslatidylserin
SPH = sfingomyelin PL = celkové fosiolipidy

Ukazalo se, Ze kyseld extrakce je méné& vhodné prave
pro fosfolipidy. Je patrné, Ze lyzovand forma fosfatidyl-
cholinu tvofi jedenapillndsobek vychozich fosfatidu. Ta-
ké zde pouZijeme procentnfho vyjadfeni hodnoty
100 PLC:PC a porovndme s vysledkem extrakce lipidic-
kého podilu z homogenédtu kvasinek po dezintegraci.
Z tab. 2 je ziejme, Ze jde téméf o dvacetindsobné zvyse-
ni hodnoty 100 LPC:PC.

Tabulka 2. Pomérné mnoistvl lyzofosfatidylcholinu ku
fosjatidylcholinu v kvasinkdch Saccharomy-
ces cerevisiae

l 100 LPC : PC
|
) : | ;
Kvasinky po dezintegraci | 8,4 %
|
Kvasirky po dezintegraci, oddéleni bunec- ‘
nych stén a denukleinizaci 154,1 %

Z nalezenych hodnot vyplyvd, Ze udrZovéni kvasnitne
cytoplasmy pfi teplotach pfes 50°C po dobu 60 aZ 120
minut podmifiuje vznik lyzoderivdati a tim se sniZuje
dietetickd i therapeutickd hodnota izolovanych fosfoli-
pidi, jejichz prahova koncentrace v neupravovanych
buiikach kvasinek, tzn. hned po dezintegraci, je < 10 %
a tedy v souladu s hodnotami prirodnich zdroji fosfoli-
pid (soja, ryby, maso, vejce). Vzhledem k tomu, Ze jiz
v dezintegrované biomase je dobfe piistupny lipidicky
podil, navrhli jsme jeho ziskdvani pfimo z kvasnic¢ného
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homogendtu, ¢imZ se jednak lépe vyuZije energie vyna-
loZend na dezintegraci, jednak se zvysi i vytdZnost po-
stupu, protoZe se extrahuje z veSkeré bun&&né hmoty.
Opodstatnéni této zmény také doklddd skutefnost, Ze
fosfolipidy se povaZuji za hlavni strukturni komponent
kvasniénych membran.

Tabulka 3. Zdvislost poméru 100 LPC: PC na kultivaéni
teploté kvasinek Candida utilis

Kultivaéni teplota kvasinek 29 °C \ 34°C [ 39°C

100 PLC : PC

6,8 % k 10,3 % l 47,0 %

Zjistili jsme také, Ze stupei konverze fosfatidylcholi-
nu na lyzoderivat ovliviiuje i kultivacni teplota kvasi-
nek. Provedli jsme desetihodinové jednordzové Kkultiva-
ce Candidy utilis pti rliznych teplotich a v ziskanych
kvasinkdch stanovili hodnotu 100 LPC:PC. Vysledkem je
zjiSténi, Ze lyzoderivatu fosfatidylcholinu prFibyvd se
zvySujici se kultivaéni teplotou kvasinek.

Zavér

Je nesporné vyhodné vychéazet pii izolaci fosfolipidd
v rdamci frakcionace kvasni¢né biomasy z kvasinek bo-
hatych na lipidick¢y podil. Ten Ilze ovlivnit sloZenim
substrdtu ¢ hodnotami riistové rychlosti, pfenosu kys-
liku nebo kultivagni teploty. Otevienou otazkou ziisia-
va, zda a jak tyto dileZité technologické parametry
ovlivni pomé&r LPC:PC, protoZe nestai pouze pftipravit
kvasinky s vysokym obsahem fosfolipid{i, nybrZ i s vhod-
nym sloZenim fosfatidd, tj. s minimem jejich lyzoderi-
vati. :

Lektorovala prof. ing. G. Basarovd, DrSc.
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Sillinger, V. - Machek, F. - CiZinsk4, S.: Zmény lipidi
pii frakcionaci kvasniéné biomasy. Kvas. priim. 32, 1986,
€. 7—8, s. 190—191.

V préaci se porovnava pomeér mezi fosfatidylcholinem
a lyzofosfatidylcholinem v kvasinkdch Saccharomyces
cerevisiae jednak po dezintegraci, jednak po dezintegra-
ci s denukleinizaci. Na zdkladé toho je navrZen zpilisob
sniZzeni fosfolipidickych lyzoderivatli v lipidickém ex-
traktu v ramci technologického procesu komplexniho
vyuZivani kvasniénych bunék.

Wuannrep, B., Maxek, ®., Ynxuncka, C.: Uamenenus au-
NHAOB npH (GPakuHOHAUMH ApPOMKIKEBOH OGHomaccel. Kpac.
npym. 32, 1986, Ne 7—8, ctp. 190—191.

B paGorte cpaBHHBaeTcsa cOOTHOlIeHHe Mexay (ocdartu-
JINIXOJHHOM M JH30(ochaTHIHIX0IHHOM B ApOXKKax Sac-
charomyces cerevisiae xak nocie Ae3HHTErPaUHH, TaK H
nocje Je3HHTErpalHn ¢ AeHykjaennusauueii. Ha ocHose ToO-
ro npeisoxkeH crnoco6 noHHxKeHHs (GocHoNHNHAHBIX JH30-
JlepHBATOB B JHIHJHOM SKCTPaKTe B paMKaX TeXHOJOTH-
YEeCKOro Mnpoliecca KOMILIEKCHOTO HCIOJb30BAaHHS JAPOMKIKe-
BbIX KJETOK.

Sillinger, V. - Machek, F. - CiZinsk4, S.: Changes of Li-
pids During the Yeast Biomass Fractionation. Kvas. priim.
32, 1986, No. 7—8, pp. 190—191.

A ratio between phosphatidylcholin and lysophospha-
tidylcholin in the yeast Saccharomyces is compared,
both after the disintegration and after the disintegration
followed by the reduction of the nucleic acids content.
In the consideration of this there is proposed a way of
the lowering ot the phospolipidic lysoderivates content
in the extract of lipids, which may be applied in the
course of a technological process of the complex utili-
sation of the yeast cells.

Sillinger, V. - Machek, F. - CiZinska, S.: Lipidinderun-
gen wihrend der Fraktionierung der Hezfebiomasse.
Kvas. prim. 32, 1986, Nr. 7—8, S. 190—191.

In der Arbeit wird das Verhiltniss zwischen dem
Phosphatidylcholin und Lysophosphatidylcholin in den
Hefen Saccharomyces cerevjsiae — einerseits nach der
Desintegration, andererseits nach der Desintegration
mit dem Abbau der Nukleinsduren — verglichen. Auf
diesem Grunde wird eine Weise der Herabsetzung der
Lysophospholipidderivaten, im Rahmen des technolo-
gischen Prozesses der Komplexausniitzung der Hefezel-
len, entworfen.



