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1. GVoD

Tento Cldnek navazuje na predchéazejici prdci uvefej-
nénou v tomto Zasopise [1]. PFi vyzkumu vyroby kvas-
niéné biomasy se sniZenym obsahem nukleov§ch kyselin
jsme za optimalni FeSeni povaZovali sniZeni obsahu
nukleovych kyselin amoniakdlni extrakci vyrobenych
kvasinek [2]. V prvnich etapdch vyzkumu jsme pfi ex-
trakci pouZivali také etanol, jehoZ aplikace méla urgity
vyznam ve sniZeni ztrat bilkovin [3]. Ob& suroviny pro
opracovani kvasinek jsou soufasné zdkladnimi surovina-
mi pfi vyrobé krmnych etanolovych Kkvasnic, a proto
bylo nasnad@ pouZit tyto latky v zakladni vyrobd i po
jejich wvyuZiti pfi potravinafském opracovani vyrobku.
Ekonomickymi aspekty takovéto vyroby jsme se zabyvali
v minulé prdci [1]. Uk&zalo se, Ze pro dosaZeni dobré
potravinarské kvality v§robku je bezpodmineén& nutné
dokonale odstranit zbytky amoniaku a $t&p@ nukleovfch
kyselin. K tomu je tFeba vfrobek nékolikrdt prat, pii-
temZ by i praci voda musela obsahovat etanol, aby po-
uziti etanclu pfi amoniakdlni extrakci neztratilo svoje

opravnéni. Pfi dokonalém prani vfrobku v3ak nar-
stalo mnoZstvi potfebného etanolu aZ nad hranici jeho
zpracovatelnosti pii kultivaci. Z tohoto divodu jsme se
i za cenu ur€itych ztrat rozhodli vylouéit etanol z pro-
cesu opracovani kvasinek, takZe se do mista biosyntézy
vraci jen amoniakdlni extrakt z kvasniéné hmoty pred-
chézejicich generaci.

V tomto postupu odpadaji moZnosti ztrat etanolu, na
druhé stran& v3ak cirkuluji v procesu i dali latky, které
se za pPitomnosti etanolu z kvasinek neextrahovaly.
V tomto &lanku se zabyvame vyuZitim amoniakdlniho ex-
traktu pFi biosyntéze kvasni®né hmoty ze syntetického
etanolu.

Amoniakédlni extrakt je odpad pfi potravinafském
opracovani kvasinek, pfi kterém se ziskaji kvasinky
s nizkym obsahem nukleovych kyselin [mén#& ne# 2 U
nukleovych kyselin v susin&) a vysokym obsahem G&is-
tych bilkovin [vice neZ 50 % &istych bilkovin v suSing).
Amoniakalni extrakt obsahuje 2—4 % amoniaku, 0,8—
1,2 % 3teph nukleovych kyselin, 0,5—0,6 % popela a dal-
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51 rozpustné, bliZe neurdené souddsti kvasni€né biomasy
(1,2—1,5 % suliny). Tento extrakt by zajisté mohl byt
surovinou pro vyrobu Fady cennych latek, ale nas vyj-
zkum se doposud zamé&fil pouze na vyuZiti tohoto od-
padu jako zdroje uhliku, dusiku a minerdlnich latek pfi
biosyntéze kvasnitné hmoty ze syntetického etanolu.
5 timto vyhledem byl zaméFen i zpfsob odstran&ni
nukleovf§ch kyselin [3] tak, aby se krmné i potravinaf-
ské kvasinky vyrdb&ly na jednom misté a zdkladni
kvasni®nd hmota byla spoleénd pro oba vfrobky.

Pii vyuZiti etanol-amoniakdlniho extraktu bylo prokéa-
zéno, Ze plisobi piiznivé na biosyntézu hmoty z etanolu
[1]. Vytéinost se zvySovala o 6—25% a produktivita
kvasného prostoru aZ o 35%. Tyto jevy nelze pfigitat
jen tomu, Ze se do procesu biosyntézy zavadi dal3i zdroj
uhliku, dusiku a minerdlnich litek, ale také tomu, Ze
nékteré z téchto latek stimuluji biosyntézu. Lze pfedpo-
kladat, Ze v tomto uspofddani vyroby, kdy se do mista
biosyntézy vraceji vSechny latky, které v amoniakédlnim
prostfedi prochédzeji bunéfnou sténou, cirkuluje v sys-
tému uréitd €ast nezbytnych biologicky uéinnych latek
[nebo jejich fragmenti) a do vyrobku piechdzi jen
vEtSina bilkovin a dalSich ldtek, které bunéfna bldna
zadrZuje.

2. MATERIALY A METODIKA

ObtiZe pFi volbé laboratorni metodiky pro Feeni problé-
mi kultivace, pfi které se do procesu vraci extrakt vy-
robku, jsme diskutovali v minulé préaci [1]. Tentokrat
jsme metodiku pekusfi zjednodudili tim, Ze jsme sledo-
vali zmény vytEZnosti a rychlosti jednordzovych nebo
kontinualnich kultivaci s jednotnym, pro viechny pokusy
spoleénym amoniakalnim extraktem. Pfi kultivaénich po-
kusech se mé&nil pomé&r mezi amoniakem potfebnym jako
zdroj dusiku pFi biosyntéze a jeho ndhradou — amonia-
kalnim extraktem.

2.1 Priprava standardniho amoniakdlniho extraktu

12 kg kvasnitné pasty ziskané pfi vyrob& krmnych
etanolovych kvasinek [kultura RIFIS &. 235) v Seliko n.
p- Kojetin (23 % susiny, 7 % nukleovych kyselin a 8,6 %
celkového dusiku v suliné] se rozmichd s 35 kg vody,
ziskand suspenze se vyhfeje na 90°C a michd se 30 min
(termolyza), zchladi na 70°C, pfidaji se 3,3 litry amo-
niakové vody (24 % NH;) a michéd se 30 min [extrakce].
Poté se zchladi a odstfedi. Ziska se 20,0 kg amoniakalniho
extraktu s 254 % hm. organické sudiny, 0,52 % popela,
22 % celkového dusiku a 1,7 % amoniakélniho dusiku.
Z 1 kg kvasnitné suSiny se ziskalo 7,25 kg amoniakdlniho
extraktu.

2.2 Zarizent a zpisob jednordzovijch kultivaci

VSechny kultivaéni pokusy byly realizovany na kulti-
vatnim zafizeni VD CSAV LF 2 s regulaci teploty, pH,
PEny, otdfek a rozpusténého kysliku. PFi v3ech poku
sech byl pfestup kysliku fermentoru 150 mmol 0,/1.h
(stanoveno bilan&ni metodou z analyzy plynt), plnén
tanku 2,3 litry, 1400 ot/min a 1,2 objemu vzduchu na
objem fermentoru za min. Kultivace byla vedena pri
35°C a pH 3,9—4,1.

Zivné soli byly pridavény jednordzové na podatku ve
tormé roztoku v mnoZstvi na predpokladany nérist 44z
kvasnifné suliny. Na pfiristek 1g kvasni&né sudiny se
pfidavd 1 ml roztoku (35ml 85% H;PO,, 25g KOH, 32 g
MgS0,.7H,0 a 0,5 g ZnSO, . 7H,0 na 1 litr) a 0,1 m! roz-
toku Fe [10,6 g FeCl; . 6H,0 v 1 1) a 0,1 ml roZtoku Ca
(232 g CaCly . 6H,0 v 1 1]. Pro udrZeni spravné koncen-
trace amoniakalnfho dusiku v médiu se na potatku pfi-
daji 2 g siranu amonného.

Inokulace se provad&la 25g pasty kmene RIFIS 235
(5,75 g kvasnitné suliny). Etanol se pFiddval ve formé
surového syntetického lihu podle koncentracs etanolu

v plynech odchézejicich z fermentoru. Tato koncentrace
se méFf a reguluje na hodnot& 0,1—0,2 % obj. v médiu
reguldtorem METREX (VD VSCHT) na principu kataly-
tického spalovdni [4]. pH se reguluje amoniakovou vo-
dou (2,4% NH;) pFi kontrole a pfi pokusech s amonia-
kédlnim extraktem se zprvu pH reguluje amoniak&lnim
extraktem a po vyCerpani pokusného mnoZstvi se kulti-
vace dokonti s amoniakovou vodou a¥ do spotfebovani
50,8 g a. a. Odpé&fiovani bylo zajiit&no pFiddnim 0,5 ml
odpéiiovaciho oleje [Kontramin 210) do 100 ml surového
syntetického lihu.

Vyprodukované mnoZstvi biomasy se hodnoti z hmot-
nosti G&¢inného objemu tanku na konci kultivace a kon-
centrace kvasni¢né sufiny [vAZkové stanoven! kvasnidné
susiny zachycené na sklenéné frit& S; a suené 4 hodi-
ny pii 105°C). Po odeéteni suSiny vnesené inokulem
[5,75 g) se vysledek vztdhne na 50,8 g a. a. spotiebova-
ného pfi kultivaci. Rychlost kultivace se mafi podle
produktivity fermenta&niho zafizeni za celou dobu kulti-
vace. Za dobu kultivace se povaZuje as od prvntho pfi-
déni etanolu do jeho vySerpini v médiu [indikuie vze-
stup koncentrace rozpuiténého kysliku). Jako pomoc-
nych kritérif prib&hu kultivace se pouZivalo m&Feni kon-
centrace- kysliku a kyslitniku uhlititého v kultiva&nich
plynech [5] a méfeni koncentrace rozpuitného Kysli-
ku. Analyza kultivaZnich plynd slouZila k v§po&tu spo-
tfebovaného mnoZstvi kysliku, RQ a ov&fen! hospodar-
nosti kultivace (vztah v§t8Znost — spotfeba kysliku —
RQ] [6]. Priibdh koncentrace rozpuit&ného kysliku slou-
Zil k orientaci a v§po&tu podilu kultivace pfi limitu kys-
liku vzhledem k celkovému &asu kultivace.

2.3 Zarizeni a zpisob kontinudinich kultivaci

Pro kontinudlni kultivace bylo pouZito stejného zafi-
zeni jako pro kultivace jednordzové a také pFestup kys-
liku, teplota, pH a koncentrace etanolu byly udrZovany
stejné. Kontinudlni kultivace byla provadéna metodou
maximalni dosaZitelné zfedovaci rychlosti [7]. Této
rychlosti riistu se doséhne regulaci priitoku, resp. zie-
dovaci rychlosti podle koncentrace rozpuiténého kys-
liku. Za regula®ni droveii byla zvolena koncentrace kys-
liku odpovidajici 4% nasyceni. Pokud byla koncentrace
kysliku nad touto hranici, protékal fermentorem jen
objem meédia dany spotfebovanym roztokem etanolu [1
dil syntetického surového lihu a 4 dily vody ), amoniaku
(2,22 g NH; na 100 ml) nebo amoniakalnfho extraktu a
roztoku soli ([zdkladni roztok zfedén§ 10krat). Toto
mnoZstvi odpovidd zfedovaci rychlosti 0,25 h-l. Tato zFe-
dovaci rychlost je zna®n& niZ$i neZ specifickd ristova
rychlost, a proto koncentrace biomasy v médiu stoupé
a tim klesd koncentrace rozpu3téného kysliku. Jakmile
klesne pod zvolenou regulacni hodnotu, otevie se ventil
pFfidavného pritoku vody a zfedovaci rychlost stoupne
tak, Ze specifickd ristovad rychlost je men3i a kvasinky
jsou vyplavovdny. Tim stoup4d Koncentrace rozpuStdné-
ho kysliku a jakmile stoupne nad zvolenou hodnotu,
ventil pfidavného priitoku vody se uzavie. Timto postu-
pem lze mikrobidlni populaci udrfovat pfi maximalnf do-
saZitelné specifické ristové rychlosti ur&ené jen zvole-
nou hodnotou koncentrace rozpuit&éného kysliku, sloZe-
nim média, pH a teplotou. Méni-li se sloZeni média, rea-
guje mikrobidlni populace [pfi zachovani konstantniho
PH, teploty a rozpuidténého kysliku] zménou specifické
ristové rychlosti a ustdli se na maximaln® dosaZitelné
rychlosti [resp. zfedovaci rychlosti] charakteristické
pro dané kultiva€ni parametry.

Vyrobené mnoZstvi biomasy se potitalo z objemu na-
teklé kvasniné suspenze a koncentrace kvasni&né suZi-
ny. Toto mnoZstvi se korigovalo o akumulaci ve fermen-
toru. Vyroben4 kvasni®né sufina se pfepocetla na mnoZ-
stvi vyuZitého etanolu. Viechna ostatni m&feni byla stej-
né jakoe pfi jednordzov§ch kultivacich,



Stimulace

112

riistu kvasinek amoniakdlnim exstraktem
ziskangm z vyrobené biomasy

KVASNY PRUMYSL
ro&. 27/1981 — ¢islo 5

3. VYSLEDKY A DISKUSE

V tabulce 1 jsou uvedeny vysledky jednordzovych kul-
tivacf, pfi nich¥ byl postupn& nahrazovdn amoniak amo-
niakalnim extraktem. Bylo zpracovédno vZdy stejné mnoZ-
stvi ~droje uhliku (50,8 g a. a.].
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Obr. 1. Vztah mezi stupném ndhrady amoniakové vody
amoniakdlnim extraktem a vitéfnosti pFi jednordzovyjch
kultivacich

Tabulka 1. Vgsledky jednordzovgch kultivaci

Spotfeba zdroje dusiku t
amoniakalnf "’Y;E;be‘.vgtéz. -
extrakt o At l;_Dith}I Pifjvq?k_
o | & |miake- | migne | S0 0 | 7D
n4. |Or88- |vdvoda | susiny | G B
ml Brn. nické | {ml) (g) Xis
d sudi-
¥
ny
0 0 0 228 36,8 0,725 2,91
63 30 1,6 138 38,9 0,765 3,00
144 | 89 | 37 63 39.8 0,784 | 2,96
208 100 | 5,3 0 40,9 0,806 3,05
| |

Z tabulky 1 a obrdzku 1 je patrna zdvislost zvySovani
vytéZnosti pfi stoupajici ndhrad® amoniaku extraktem.
Zévislost lze rozdélit na dva intervaly, a to na &ast ne-
linearni (do 30% néhrady) a linedrni (30—100% néhra-
dy). Z porovnani priibeéhu obou £asti kfivky a strmosti
jejich tefen je moZné usuzovat na to, Ze do 30% néhra-
dy se uplatiiuje kumulativni jev stoupajiciho stimmulaéni-
ho efektu extraktu a efektu zv§Seni vytéZnosti pridav-
kem dalSiho zdroje uhliku, zatimco v druhé Zasti stoupd
vytdZnost jen dalsim pFidavkem dodatkového zdroje
uhliku.

Linearni tdst druhé asti kfivky protind osu vyt8Znosti
pfi Yx;s = 0,75, coZ reprezentuje vytéZnost pfi nulovém
piidavku dodatkového zdroje uhliku a tedy v§téZnost pii
Sisté stimulaci. SloZky amoniakéinfho extraktu stimuluji
riist kvasinek tak, Ze se v§té%nost zvySuje o 3,4 %. Mimo
zv§ieni vytéZnosti stimulaci 1ze posoudit i s jakou v§tdZ-
nosti se produkuje kvasni¢nd sulina z dodatkového zdro-
je uhliku. Ze zvyseni vytéZnostniho koeficientu z 0,75
na 0,806 po priddni 5,3 g organické suSiny extraktu lze
vypoéitat, Ze vyt&Znostni koeficient kvasnitné biomasy
z organické sudiny extraktu je ¥Yx/s = 0,53.

Je zajimavé, Ze pfi zvySovdni nahrady amoniaku ex-
traktem, kdy byl nepochybné prokazdn priznivy vliv na
vitéZnost, nebylo pozorovano prokazatelné a zZvisené vy§-
te¥nosti imérné zlepleni dynamiky biosyntézy (produk-

tivita kultivatniho zafizeni). Bylo to zplisobeno pomalej-
%1 asimilaci dodatkového zdroje uhliku, které se proje-
vilo ve zpoZdéni konce jednordzové kultivace po vyler-
pani etanolu.

Tabulka 2. Visledky kontinudlnich kultivaci

. Zdroj dusiku
Méteny Gdaj amonia-
amoniak | kalni
extrakt
Sledované obdobi kontinudlni
kultivace (h) 18,2 18,3
Produkce kvasniéné susiny [g] 1411 1745

Spotfebované mnoZstvi amonia-
kalntho dusiku z amoniakové
vody nebo amoniakéalniho ex-
traktu (g N na 100 g kvasnil-
né susiny) 95 7.8

Spotfebované mno#Zstvi etanolu

za sledované obdobi (g a.a.) 207,1 2179
Spotfebované mnoZstvi organic-

ké suSiny extraktu (g) —— 20,4
Ziedovaci rychlost (h) 0,398 0,415
Respiratni kvocient RQ 0,46 0,39
Produktivita (g sus./1.h) 3,38 4186
VytéZnostni koeficient na etanol
Yx/s 0,681 0,801

V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky kontinudlnich kul-
tivaci, pfi kter§ch byl posuzovdn vliv fiplné ndéhrady
amoniaku amoniakdlnim extraktem. Do vysledkit bylo
zahrnuto jen obdobi po ustaveni ustdleného stavu [18
hodin po zahajeni kontinudlni kultivace].

Porovndme-li vysledky s jednordzovou kultivaci s pl-
nou ndhradou amoniaku extraktem, je zfejme, Ze se kon-
tinudlni kultivaci zvgraznily rozdily mezi Kkultivaci
s amoniakem a extraktem. Hodnota v§téZnosti dosaZitel-
néd s extraktem je prakticky stejnd jako pfi jednordzove
kultivaci, ale hodnoty ziskané pfi kultivaci s amonia-
kem se li%i podstatn®. Tento jev byl pozorovan i pfi ji-
ngch kultivacich a je zplisoben tim, Ze kontinualni kulti-
vace je citlivéjsi na nedostatek stopovych prvkid a stimu-
latorit ne¥ kultivace jednorazovd. Také ostatni paramet-
ry pro posouzeni pribshu biosyntézy [produktivita, zfe-
dovaci, resp. specifickd riistovd rychlost a RQ) se pod-
statné zlepsily a tak vysledky kontinualnich kultivaci
potvrdily pfizniv§ vliv amoniakalniho extraktu na pri-
béh biosyntézy.

Stimula&ni efekt amoniakédlniho extraktu je u konti-
nudlni kultivace vyraznéjsi, tak jak tento zpiisob kulti-
vace reaguje citliveji na stimuldtory. Odelteme-li od
produkce kvasni€né suiny s extraktem vliv dodatkového
zdroje uhliku [bez stimulace] s v§téZnosti Yx;s = 0,53
(20,4 . 0,53 = 10,8 g), ziskdme vytéZnostni koeficient
pro etanol bez dodatkového zdroje uhliku Yxys = 0,75,
coZ je tdaj toto¥n§ s udajem ziskanym pfi jednorazo-
vych kultivacich. Stimuladni efekt je vSak znalné vy3sI
+ 10,3 %.

Souhrné lze konstatovat, Ze se organicka sulina amo-
niakdlniho extraktu na tvorbu biomasy vyuZivd (po za-
pofiteni stimulaéniho vlivu] se stejnou, nebo spiSe lepsi
vitéZnosti neZ pii tvorb& biomasy z etanolu, takZe je v§-
hodné kombinovat v§robu krmngych etanolovich kvasnic
s jejich potravinafskym opracovdnim. Navic se ziskd vy-

robek kvalitngj3i s vyssi uZitnou hodnotou.
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JAHT AMMHAYHBIH 3KCTPAKT, DTOT 3KCTPAKT COTEPHHT aKTHB-
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Rut, M. - Stros, F.: Stimulation of yeast growth by ammo-
niacal exirakt derived from produced biomass. Part
II. Circulation of Some Components of Yeast Cell During
Aerobic Synthesis of Biologic Mass from Ethanol. Kvas.
prum. 27, 1981, €. 5, s. 110—113.

The by product in the process of separation of nucleic
acids from yeast biomass produced on synthetic ethanol
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compounds having favourable effects upon the biosynthe-
sis of yeasts. Some of them stimulate growth, others are
important sources of carbon and nitrogen. Stimulation
during batch cultivation is manifested in the 3,4% in-
crease of vield coefficient, while in continuous cultiva-
tion the increase is up to 10,3 %. After evaluation of the
process when biomass with decrease content of nucleic
acids is produced, it is evident, that weight losses of
product caused by extraction are fully compensed by
increased biosynthesis yield.

Rut, M. - Siros, F. Stimulation des Hefewachstums durch
den aus der hergesiellten Biomasse gewonnenen Ammo-
niakalextrakt. Il. Zirkulation einiger Bestandteile der
Hefezelle bei der aeroben Synthese der Biomasse aus
Athanol. Kvas. prim. 27, 1981, No. 5, 5. 110—113.

Bei der Verminderung des Nukleinsduregehalts in den
bei der Kultivation auf synthetischen Athanol gewonne-
nen Hefen fdllt der Ammoniakalextrakt ab, der wichtige
Wirkstoffe mit einem positiven Einfluff auf die Synthese
der Biomasse enthélt. Einige Substanzen stimulieren das
Wachstum, andere dienen als Kohlkenstoff- und Stick-
stoffquellen. Bei einschlagigen Kultivationen wurde fest-
gestellt, daB sich durch die erwdhnte Stimulation die
Ausbeute der Biomasse aus Athanol um 3,4 9% und bei
kontinuierlichen Kultivationen sogar um 10,3 % erhoht.
Bei der komplexen Auswertung der Ausbeute des Ge-
samtprozesses der Hefeproduktion mit vermindertem
Nukleinsdurengehalt wurde festgestellt, daff die Gewichts-
verluste des Produkts im Laufe der Bearbeitung wvol-
kommen kompensiert werden durch die erhohte Ausbeute
bei der Synthese der Biomasse.



