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Kvasinky S. cerevisiae jsou klasickym zdrojem ergo-
sterolu, slouZiciho k piipravé antirachitického vitaminu
D,.

Rolni spotieba ergosterolu pro vyrobu vitaminu D, ve
Vychodoceskych chemickych zévodech Pardubice se po-
hybuje v rozmezf 4—5 t. Zhruba 2/3 tohoto mnoZstvi se
ziskédva izolaci z 1000 t lisovaného pekaiského droZdi.
Zbyvajici tietina se dovaZi z KS oblasti, nebof omezenéa
kapacita izola¢ni Casti v&t3i mnoZstvi droZdi zpracova-
vat neumoZiuje.

Steroly z droZdi se ziskévaji po alkalické hydrolyze,
extrakci organickymi rozpoustédly a krystalizaci. Izo-
laéni postup byl vypracovdn pro b&Zné pekafské droz-
di, kde asi 1% ergosterolu predstavuje priblizné 80 %
sterolové frakce.

Soufasné produkéni kmeny pekafskych kvasinek, se-
lektované na vysoky néarast sudiny ve fermentorech

modernich droZdaren (aZ 50 g.1-!) maji nizky obsah
5,7nenasycenych sterold (0,7—09 %), ve kterych je
i vlastni obsah ergosterolu pomé&rné& nizky. JelikoZ se
pocitad s tim, Ze droZdi pro izolaci ergosterolu bude v sa-
mostatnych 3arZich produkovdno i naddle v droZdar-
néch, bylo nutno vybrat kulturu, kterd ma vedle schop-
nosti zvy3ené tvorby ergosterclu alespoii priimé&rné
vlastnosti pekafského droZdi a vysoky néariist biomasy
na melasovém médiu ve fermentorech s aera&nim zafi-
zenim typu FRINKS, kterymi se Seské droZdarny po-
stupné vybavuji.

Obsah ergosterolu v pekafském droZdi lze zvySovat
dvojim zpfisobem.

a) vybérem kmenii s vikonnou metabolickou drdhou
syntézy steroli a tim i ergosterolu.

b) vhodné volenymi podminkami fermentace zajistit
vysoky obsah ergosterolu v biomase za soutasného ome-
zeni tvorby metabolicky niZsfch a pro vyrobu ergoste-
rolu balastnich sterolfi.
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SloZenf kvasniénych sterolit bylo analyzovadno piede-
v3im z hlediska produkce ergosterolu. V buiice S. cere-
visiae bylo dosud identifikovdno asi 20 rGznych sterolfi
[1]. Za majoritni jsou povaZovény ergosterol a ergosta
5,7,22,24/28/tetraen-3 g-ol, neboli 24/28/dehydroergosterol,
déle zymosterol, fecosterol a lanosterol [2].

Ergosterol a 24/28/dehydroergosterol jsou hlavnimi za-
stupci A5,7sterolli v buiice. 24/28/dehydroergosterol je
pfimym prekurzorem ergosterolu, kterému se podoba
strukturou molekuly i fyzikaln&-chemickymi vlastnostmi.
Ergosterol provédzi aZ po krystalizaci, kde zvy3uje ne-
zpracovatelny podil mate¢ného louhu a tim sniZuje vy-
téZek izolace.

MATERIAL A METODY

Fermentace

Kvasni¢né kmeny Saccharomyces cerevisiae ze sbirek
VO KOLI a MBU CSAV se porovndvaly na syntetické
Olson-Johnsonové& plidé [3] v kultivacich v 50 ml baii-
kdch a na melasové piidé s kukufitnym vyluhem, obsa-
hujict 5% sacharosy a zv§3eny pomér C:N = 35:1 [4,5]
v 500 ml baiikdch a v 75 1 fermentoru.

80 ml média v 500 ml baiikdch bylo zaoZkovéano 10 ml
inokula narostlého na tekuté slading a kultivovano pfi
teplot® 30°C 48 hodin na reciproké trepatce s frekvenci
tfepanf 1,5 Hz.

75 1 fermentor (Bioengineering, Svycarsko] byl pln&n
50 1 média a ofkovén 0,6 1 inokula, narostlém na Olson-
Johnsonové piidé v bankach. Kultivace probihala 45 h
pFi 30°C, vzdusnéni 25 1.min-! a ota4tkdch michadla
500 ot.min-! Pocateni pH 7 nebylo b&hem procesu
regulovéno.

Stanoveni steroli

Celkové steroly byly stanoveny Liebermann-Buchardo-
vou reakci [6]. Obsah A 5,7 sterolii byl ur¢en z hodnot
UV absorbance a molérniho extink&niho koeficientu pro
ergosterol a 24/28/dehydroergosterol pfi 282 nm [7],
obsah 24/28/dehydroergosterolu z hodnoty absorbance a
moldrnfho extink&niho koeficientu pfi 230 nm a obsah
ergosterolu byl vypoéten z rozdilu A57sterolt a 24/28/
dehydroergosterolu [8]. Postup hydrolyzy kvasinek a
extrakce steroli probihal dfive popsanym zplisobem
[9].

Stanoveni sudiny

Definovany objem kultury byl po centrifugaci promyt
a4 suden pii 105°C do konstantni hmotnosti.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky testace kvasni¢nych kmenii vybranych ze 78
kmeni S. cerevisiae sbirky VU KOLI a MBU CSAV jsou
shrnuty v tabulkdch 1 a 2. Srovnévaci 48hodinové kulti-
vace v baiikdch probihaly na dvou typech médii. Na me-
lasové pidé s kukufi€nym vy¢luhem, na které bylo dosa-
Zeno vysoké syntézy steroli (indukénf piida) a na syn-
tetické Olson-Johnsonové pidé&, obecné pouZivané v la-
boratornich podminkéach (standardnf pida).

Pri kultivaci na Olson-Johnsonové piidé pripadd vé&tsi-

Tabulka 1. Obsah steroli kmeni S. cerevisiae, kultivova-
ngch na syntetické Olson-Johnsonové pidé

| Celkové Sulina
nE sl D - B E/nS -
Kmen | . steroly biomasy
%) | (o ) o 5
%] i [%] l [%] [%] %] | 1g.1-1]
| 1
|
Usz 2,29 | 0,74 1,55 68 2,34 6,6
FETy 1,52 | 0,46 1,06 70 1,76 6,8
019/F 1,37 0,47 0,90 66 1,47 7.8
DK; 1,42 0,45 0,97 68 1,37 7,6
HK 1,84 0,64 1,00 61 1,50 8,8
Az 2,12 0,71 1,41 67 2,17 7,8
SAF; 1,69 0,65 1,04 62 1,82 7.4
F 2,40 0,83 1,57 65 2,70 6,9
MI 1,43 0,39 1,04 73 1,38 6,7
TK3 2,47 0,91 1,56 63 2,41 7.8
Procentni obsah 5,7nenasycenych sterolit v sudiné biomasy
(ns), 24/28/{dehydroergesterolu (D), ergosterolu (E)

Tabulka 2. Obsah steroli kmenu S. cerevisiae, kultivo-
vanych na melasové pidé s kukuriéngm vy-

luhem
l‘ 1 Celkové Si
| : :} Sulina
ns:t | b E E[1S pRARONS
Kmen ‘ steroly biomasy
(%] | [%] [%] %] | (%] f iz =%
1
Usz 3,08 1,67 1,39 45 4,55 10,8
FET, 2,02 1,06 0,96 48 2,44 8.1
01C/F 1,89 1,03 0,86 46 2,56 9.9
DK, 1,76 0,59 1,17 66 2,31 7.8
HK 1,76 0,89 0,87 49 2,35 9.7
An 4,38 2,34 2,04 47 5,15 9,7
SAF,; 1,75 0,90 0,85 49 1,83 91
F 2,38 1,29 1,09 46 3,15 10,5
MI 1,91 1,01 0,90 47 2,34 8,3
TK; 3,28 1,80 1,48 45 3,88 95
Procentni obsah 5,7nenasycenych sterolii v suSiné biomasy
(nS), 24/28/dehydroergosterolu (D), ergosterolu (E)

na obsahu celkovy¢ch steroli na A 5,7steroly, v nichZ té-
méf 70 % tvoii ergosterol. Pomé&r ergosterolu k 24/28/
dehydroergosterolu, pot&itany ze spektrofotometrickych
dat je pribliZné 2:1.

V mnoZstvi syntézovanych steroli se jednotlivé kme-
ny navzéjem podstatné lisf.

Pri kultivaci na melasové plidé s kukufiénym vyluhem
vzristd rozdil v syntéze sterold jednotlivych kmeni.
Zéaroveii klesd obsah 57nenasycenych sterolti v podilu
celkovych sterold. Obsah ergosterolu tvoff téméf 50 %
frakce 5,7 nenasycenych sterolii, takZe pomé&r ergoste-
rolu a 24/28/dehydroergosterolu, po&itany ze spektrofo-
tometrickych dat, je pfi tomto typu fermentace pFibliZ-
né 1:1. Z hlediska ¢Cistoty ergosterolu se v podminkéch
kultivace na tfepaéce vymykal ze sledovaného souboru
selektdt DK,, izolovany ze su3eného droZdi dovezeného
do VCHZ pro izolaci ergosterolu z Déanska.

Porovndnim kultivaci na dvou rifiznych piidédch se
obecné potvrdilo, Ze pro sloZeni sterolové frakce je vol-
ba kultivaéniho média uréujicim faktorem.

UZ3i vybér nejlepdich producentii se testoval ve &tvrt-
provoznim méfitku na melasové piidé s pfidavkem ku-
kufri¢ného vyluhu. Pro nizkou tvorbu balastnich steroli
byl spoletné& s 5 kmeny S. cerevisiae zkouSen 1 kmen
Saccharomyces diastaticus. PFehled sloZeni sterolii uvadi
tabulka 3.

Tabulka 3. Obsah sterolii kvasinek kultivovangch na me-
lasové pudé s kukuFiéngm vyluhem ve &tvrt-
provoznim méritku

| | l |
| | - = Celkové Sudina
Kmen lgfj [ IRI | I“E;l | El“":T | ‘steroly biomasy
ety | I | %] (g.1-")
| | |
| l \ | l
An { 330 | 141 | 1,89 57 4,43 13,4
U 248 | 1,07 | 1,41 57 | 3.5 14,7
DKy 2,49 1,34 | 1,15 8 | - 484 13,3
KBD 3,52 1,58 194 | 55 | 4,90 12,8
10-CF 1,98 0,90 108 | 55 | 3,28 14,7
S.diastat. | | |
sSDf2s 1,19 0,22 | 097 82 1,21 ‘ 5.7
Procentni obsah 5,7nenasycenych steroli v su$iné biomasy
(nS), 24/28/dehydroergosterolu (D), ergosterolu (E)

I pfi kultivaci v 50 1 fermentorech tvofi na melasové
plidé s kukufiénym vyluhem ergosterol asi 50 % frakce
A57steroli a pomér ergosterolu a 24/28/dehydroergo-
sterolu ze spektrofotometrickych dat je 1:1. Nejlep3imi
producenty ergosterolu jsou kmeny S. cerevisiae A,, a
KBD. SloZeni sterolové frakce je obdobné jako pii kul-
tivacich v bafikach. Kmen DK, si pfi kultivaci ve fer-
mentoru zvy3eny obsah ergosterolu ve frakci A 57ste-
roli nepodrZel. Kvasinky S. diastaticus maji vyrazné
niZ3{ obsah steroldl i nardst biomasy.

UV spektra sterolovych extraktli vybrangch kment by-
la podrobné analyzovédna za soutasného déleni kapalino-
vou chromatografif. Ukdzka analyzy typického spektra
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z fermentace na melasové pidé s pridavkem kukufFi¢né-
ho v¢luhu je na obr. 1. V danych kultivaénich podmin-
kach je charakteristické, Ze vysoka syntéza ergosterolu
je doprovazena vysokym obsahem balastnich sterold,
mezi nimi i 24/28/dehydroergosterolu.

10F
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T N —
210 %0 300 nm 210 250 300 nm
Obr. 1. Kvasniényj kmen Aj,
1 — UV spektrum méfeného vzorku, 2 — spektrum 24/28/
dehydroergosterolu (ziskaného z HPLC), 3 — diferentni
spektrum [ (—24/28/dehydrocrgosterol), 4 — spektrum
standardu ergosterolu, 5 — diferenéni spektrum II (dife-
renéni spektrum I — ergosterol) pozadi

Z vysledki je patrno, Ze zatimco vySe syntézy steroll
je vlastnosti kvasni¢ného kmene, je indukce zvy3ené
tvorby sterolii a sloZeni sterolové frakce zévislé na pod-
minkdch kultivaéniho procesu. Obecnymi podminkami
zvy3ené syntézy celkovych i 5,7nenasycenych sterold
jsou nizkd rastovd rychlost, limitni Ziveni dusikem a
aerobni metabolismus [5]. Pfi vzristajici syntéze steroli
viak obvykle klesd podil 57nenasycenych steroli v cel-
kovém mnoZstvi steroli i podil ergosterolu ve frakci
5,7nenasycenych sterolil.

Lektoroval Ing. ]. Pdca, CSc.
Literatura
[1] RATTRAY ]. B. M., SCHIBECI A., KIDBY D. K.: Bacteriol. Rev. 39,

197, 1975.

[2] QUAIN D, E., HASLAM |. M.: ]. Gen. Microbiol. 111, 343, 1979.
[3] OLSON B. H., JOHNSON M. [.: ]. Bacteriol, 57, 235, 1949.

|4) BEHALOVA B.: Dizertani prace: VyuZiti Saccharomyces cere-
visiae pro vyrobu kvasnifného autolyzatu a ergosterolu, MBU
CSAvV, Praha 1983.

(5] STROS F.: Ziskdvdni droZdi s vysokym obsahem ergosterinu.
Zavéretnd zprdva vyzk. ukolu € 04.01 VU KOLI, 1958.

[8) FURST W.: Arch. Pharm. 3000, 353, 1957.

[7) SHAW W. H. C., JEFFERIES ]. P.: Analyst 78, 509, 1953.

(8] BREIVIK O. N., OWADES ]. L.: Arg. Food Chem. 5, 360, 1957.

[9] VOTRUBA ]., BEHALOVA B., BERAN K.: Folia microb ol, 31, 1988,
s. 69.
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- Latinék, ].: Obsah a sloZeni steroli riznych kmenii

Saccharomyces cerevisiae. Kvas. prim. 32, 1986, & 7—8,
s. 194—196.

U vybraného souboru kmenii Saccharomyces cerevisiae
byla testovdna schopnost zvy3ené produkce ergosterolu.
Obsah ergosterolu, A5,7sterolii i celkovych sterolli zdvisi
na pouZitém kmenu i na podminkéach kultivace. Nejlep-
S5imi producenty byly kmeny A,, a KBD, dosahujici asi
2 % ergosterolu v su3in& pfi fermentacich na melasové
pidé s kukuFi€nym vyluhem. Pomér ergosterolu a 24/28/
/dehydroergosterolu v syntetické Olson-Johnsonov& pi-
dé byl ve srovnani s fermentacemi na melasové piadé
s kukufiénym v¢luhem dvojnésobny.

Beranosa, Bb., Hosoruw, Y., 3aiiuuex, 10., Mackosa, H.,
Jlatunak, H., Koxennl, M.: Cojepxanne H cocTaB cTepo-

" JoB pasHbiXx wrtamMmos Saccharomyces cerevisiae. Ksac.

npym. 32, 1986, Ne 7—8, ctp. 194—196.

¥V xomnaekca mraMmoB Saccharomyces cerevisiae npo-
BepsJach CnocoGHOCTh NOBLINIEHHOH TPOAYKUHH 3Procrepo-
na. Copepxanue 3procrepona, A 5,7 cTeposioB M O6UIMX
CTEpOJIOB MEHSJ0Ch B 3aBHCHMOCTH OT MPHMEHSeMOro
wITaMMa M YCJOBHH KyabTHBHpoBaHus. Hafinyumums npo-
AYLEHTAMH siBAsAHCh Ajy W KBJI, nocruraoomue oxono 2 %
3procreposa cyxoro peca B cyGcTpaTe menacchl ¢ KYKypys-
nbiM weakom. CoorHoulenne sprocrepona u 24/28 neruapo-
sprocTeposa B CHHTeTHYecKol cpefle Ouncon-JIXoHcoHa
N0Ka3aJ0 JABOMHYIO BEJHYHHY B cpaBHeHHH ¢ (depmeHTalUHeR
B MEJIaccoBOIl cpejie C KYKYPY3HBIM HIEJKOM.

Béhalova, B. - Novotny, C. - Zajitek, ]. - Paskova, J. -
Latindk, ]. - KoZeny, M.: Level and Composition of Ste-
rols of Various Strains of Saccharomyces cerevisiae.
Kvas. prim. 32, 1986, No. 7, pp. 194—196.

In the strain-complex of Saccharomyces cerevisiae
the ability of increased ergosterol production was
tested. The contents of ergosterol, A 5,7sterols and total
sterols changed itself in relation to used strain and
cultivation conditions.

The best producents are A;; and KBD, attaining cca
2% ergosterol in dry matter on molasses medium with
corn steep. The relation of ergosterol and 24/28dehydro-
ergosterol on the synthetic Olson-Johnson medium had
in the comparison with fermentation on molasses me-
dium with corn steep a twice value. -

Béhalova, B. - Novotny, C. - Zajitek, ]. - Paskova, J. -
Latinék, ]. - KoZen§¢, M.: Der Gehalt und die Zusammen-
setzung der Sterole verschiedener Stimme von Saccha-
romyces cerevisiae. Kvas. prim. 32, 1986, Nr. 7—8, S.
194—196.

Bei einem Komplex von Saccharomyces cerevisiae —
Stdémmen ist erhdhte Produktionsfdhigkeit von Ergoste-
rol testiert worden. Der Gehalt an Ergosterol, A5,7Ste-
rolen und Gesamtsterolen #nderte sich in Ab#dngigkeit
vom benutzen Stamm sowie von Kultivationsbedingun-
gen. Als beste Produzenten haben sich A;;, und KBD er-
wiesen, cca 2% Ergosterol im Trockengehalt auf Me-
lasseboden mit Maisauslauge erreichend. Das Verhéltnis
von Ergosterol und 24/28Dehydroergosterol auf dem
synthetischen Olson-Johnson-Medium hatte im Vergleich
mit der Fermentation auf Melasseboden mit der Mais-
auslauge den zweifachen Wert erreicht.



