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Soucasna produkce Ceskoslovenskych droZdéren
a rozvinutd vyroba krmného droZdi v s.p. Biocel
Paskov zaji$tuji dostatecné mnoZstvi pekafského
a krmného droZdi jak pro pfimé vyuZiti, tak i pro
nasledné zpracovani biomasy. Ziskdvani Fady eko-
nomicky vyznamnych produktd vyuZitelnych v po-
travinai¥ském, farmaceutickém a fermentatnim
priimyslu se proto stavd redlnou moZnosti. UvaZuje
se o izolaci polysacharidii bun&tnych stén, fosfoli-
pidf, kvasni¢nych bilkovin, invertdzy, vitamind aj.
[1], avsak hlavni pozornost poutd vyroba kvasnic-
ného extraktu, nuklecvych kyselin a ergosterolu.

Kvasni¢né extrakty, ziskané autolytickym, plas-
molytickym ¢&i fyzikdln& chemickym procesem, jsou
koncentraty rozpustnych sloZek kvasni¢nych bu-
n&k. VyuZiti nachézeji v potravindfském a fermen-
tabnim pramyslu. V&tsinou jsou pFipravovany
z kvasinek S. cerevisiae kultivovanych na melase,

ale jsou vyrab&ny i z odhofenych pivovarskych
kvasinek S. cerevisiae a S. uvarum a z kvasinek
C. utilis, rostoucich na cukernych odpadech nebo
na ethanolu [2].

Vysoky obsah nukleovych kyselin (6—14 %) a
nejvyssi mikrobidlni pom#&r RNK/DNK €ini kvasin-
ky idedlnim surovinovym zdrojem pro pfipravu ri-
bonukleové kyseliny. Polymerni nukleové kyseliny
po enzymové hydrolyze RNK exonukleasami, izo-
lovanymi z rodu Penicillium. nebo Streptomyces,
jsou zdrojem 5’-nukleotidfi, z nichZ guanosin-5-mo-
nofosfat (GMP) a inosin-5-monofosfat (IMP] se vy-
uzivaji jako zvyraziiovate chuti v potravinafstvi a
cytidin-5-monofosfat (CMP) a uridin-5-monofosfat
(UMP) pf¥i aplikaci v medicing.

Nukleat sodny, popf. sloZit&jSi prepardaty RNK
jsou farmaceuticky atraktivni vzhledem k jejich
imunomodula&nim, detoxikanim ¢€i repara&nim
Ga8ink@im [3]. Z nizkomolekuldrnich prepardtdi nuk-
leotidového charakteru je Siroce vyuZivan ATP,
NAD a FAD.
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V¢luénou kvasni¢nou surovinou pro izolaci ergo-
sterolu je pekafské droZdi [4]. Frakcionaci kvasi-
nek S. cerevisiae je proto nutno FeSit tak, aby se
ergosterol zkoncentroval b&hem procesu ve frakci
bunéénych membran a stén, slouZicich k jeho dalsi
izolaci. :

Porovnéani zdkladnich typli primyslovych ¢€i z li-
teratury zndmych extrak&nich postupl frakcionace
kvasni¢né biomasy [5, 6] bylo provedeno u pekaf-
ského droZdi S. cerevisiae z droZdéarny Kolin, Usti
nad Labem a krmného droZdi C. utilis ze s. p. Bio-
cel Paskov, pfichézejicich v tivahu pro komplexni
zpracovani biomasy.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismy: lisované peka¥ské droZdi S. ce-
revisiae z droZdaren Usti nad Labem a Kolin, asi
10% kvasniéné mléko C. utilis, p8stované na sul-
fitovych vyluzich ve s. p. Biocel, Paskov.

. Analytické metody: Nukleové kyseliny byly sta-
noveny spektrofotometricky metodou Ogura, Rose-
nové [7], bilkoviny metodou Lowry et al. [8], cuk-
ry anthronovou metodou [9], celkové lipidy Bio-
Lachema-Testem. Celkové steroly Liebermann-
Burchardovou reakeci [10] a A5,7 steroly spektro-
fotometricky [11]. Po lyofilizaci vzork byl v su-
38in& stanoven obsah popela a na automatickém
analyzitoru elementdrnich prvkdi LEGO obsah du-
siku. Su3ina vzork®i byla urfena gravimetricky po
dosaZeni konstantni hmotnosti pFi 105 °C. VytéZek
extrakce v procentech byl vypoften z poméru
hmotnosti suSiny supernatantu po 30minutové se-
paraci kvasni¢né suspenze pii 3 500 G k hmotnosti
sudiny kvasni¢né suspenze stejného vychoziho obje-
mu. Procentni vytéZek srdZeni byl vypod&ten z pomé-

Tabulka 1. Vitézky (v % hm.) extrakce kvasinek [A),
vztaZené na puvodni suchou hmotnost bunék [Y)

ru hmotnosti srazeniny 10 ml vysrdZeného kvasnig-
ného extraktu, ziskané jako sediment po 30minu-
tovém odstfedéni pfi 3 500 G k celkové suSiné 10 ml
vysraZeného kvasni&ného extraktu. Neni-li uvedeno
jinak, pak srdZeni probihalo po tpravé na pH 2
a pridavku ethanolu v poméru 1:1 18 aZ 20 hodin.
Pokusy byly provaAdény v litrovych michanych Sar-
Zich o obsahu su$iny 10 % hm. Po skon&eni extrak-
ce byly vyextrahované buiiky separovdny za chla-
du 30 min p¥i 3750 G.

VYSLEDKY A DISKUSE

K porovnéni bylo vybrdno 6 zékladnich typil ex-
trak¢énich postupli. Vedle 5hodinové autolyzy za
zvySené teploty 50 aZ 55°C byla sledovédna hodino-
va extrakce v NaOH 0,25 mol.1~! pfi laboratorni
teplotd, hodinové extrakce v NH4OH 0,4 mol.1!
pfFi 40 °C, 30minutova extrakce, HC1 0,25 mol . 1-! pfi
80°C, hodinova extrakce v NaCI 1 mol.l-! pfi
0,2 MPa v autokldvu a hodinovd extrakce pfi pH
7,5 za zvySené teploty 92 °C.

Kritériem hodnoceni pro porovnani postupl
z hlediska produkce kvasniénych extrakti jsou
hodnoty vytéZkli extrakce a sloZeni ziskanych
kvasniénych extraktli dané obsahem jednotlivych
bunéénych sloZek, pfedeviim 35t&pli nukleovych ky-
selin a bilkovin.

Z hlediska izolace nukleovych kyselin je nutno
dale vzit v avahu vytéZek srdZeni extraktid po tpra-
vé pH a pridavku ethanolu, vytéZek produktu sra-
Zeni, vztaZeny na plvodni suSinu bun&k a pomér
volnych nukleotidi a polymerni frakce RNK (tabul-
ky 1, 2, 3).

VytéZky extrakce se pohybuji kolem 20 %. Vy-
jimkou je extrakce chloridem sodnym, kde zdan-

srdzent kvasniéného extraktu [B) a produktu srdZeni

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
vytetek (%) vitédek (%)
TV]D el‘l'lkl‘l ey z - FaE N TR Taiay ,777< B A 2
2 sraZeni produktu sraZeni produktu
extrakee 2 ek z sradeni s @ extraktu o srieni
B Y B Y
0,4 mol/l 27,2 50,5 13,0 19,3
NH,O0H 32,1 26,2 43,6 49,4 12,9 10,5 10,0 12,9 16,9 1.6
40°C/1h 23,7 50,5 5,1 21,8
218 52,9 11,4 13,6
0,25 mol/l 32,6 50,8 27,0 29,1
NaOH 15,9 23,6 47,7 51.8 12,2 21,5 25,5 16,0 28,7 7.3
20°C/1 h i 22,3 57,0 25,1 348
30,1 30,6
239 33.2
0,25 mol/l 20,1 4,0 22,0 79
HC 274 3,2 24,5 7.2
80°C/0,5 h 21,1 21,3 24,7 11,5 2.4 23,9 24,7 11,5 8,4 2,1
16,4 14,1 27,6 8,0
25,6 75
pH = 7,5 16,5 34,6 16,4 19,2
23.1 46,0 19,8 8,1
92°C/1h 16,7 19,8 45,8 43,3 8,6 19,4 18,9 9,4 16,4 3,1
26,2 46,8 18,2 26,7
16,7 g 20,8 18,9
1 mol/l 32,0 25,0 41,5 32,2
NaCl 40,0 35,5 18,0 21,0 7.4 41,6 44,1 14,0 20,3 8,9
120°C/1 h 344 20,0 46,6 14,5
46,8 20,4
autolyza 30,0 —_— _— 7,0 —_ —
52°C/5h :
Y=A.B
100
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Tabulka 2. Slofeni extrakti (v %
Saccharomyces cerevisiae

hm.) z kvasinek

RNA
Dusik —— = Bilko-
Typ extrakee celk. volni | poly- |celkem viny Cukry | Popel
merni
|
0.4 mol/l
NH,0H/40 C 96 | 102 5.8 16,0 | 148 | 182 | 142
0.25 mol/l |
h-DIl,-Zﬂ C A | 26,4 0,5 269 | 104 | 186 | 24,6
0,25 mol/1 | |
HCY20 -C — | 276 0.5 28,1 90 236 —_
pH = 7,5/92°C 6.8 16.1 42 20,3 93 | 259 | 192
1 meol/! | | 4
Na(Cl/120 °C 42 ; 10,9 31 140 | 6.6 12,0 | 46,5
vychozi buiiky 84 | 05 6.7 7.2 | 222 23,8 7,6

Tabulka 3. SloZeni extraktd (v % hm.) z kvasinek Can-
dida utilis

Dusik ‘ RNA Bilko
Typ extrakce =i 1 [ (R %" | Cukry | Popel
TR celk. | yoins | PolY- | celkem| Yimy 1 e
| | merni

0,4 mol/i ! |
NH,0H/40 C 12,0 15,7 | 274 43,2 l 19,0 61 | 10,7
0,25 mol/l : |
NaOH,20 °C 94 | 378 21 399 | 255 ! 52 | 231
0,25 meol’l ! | | |
HCi/80°C —_— 405 038 413 | 152 | 14,0 | 18,1
pH = 7,592°C 8,7 13,2 | 38,7 51,9 | 128 | 129 | 21,8
1 mol/l | |
Na(l/120°C 38 249 10 259 | 62 | 63 | 364
autolyza 52 °C 86 | 249 0,5 35,4 | 151 | 157 | 17,7
vichozi buiky 10,0 1,6 105 | 121 i 329 | 175 7,2

livé vysoké hodnoty vyt&Zku jsou zplisobeny znac-
nym mnoZstvim pfidaného NaCl a dale maélo Gé&in-
nad extrakce kvasinek S. cerevisiae NH4;OH (0,4
mol . 171).

Kvasni¢né extraky z bun&k C. utilis maji vySsi
obsah dusiku, coZ se odrédZi i ve vy$8im obsahu nu-
kleovych kyselin a bilkovin, zatimco extrakty S. ce-
revisiae se vyznacuji vy$Sim mnoZstvim cukernych
slozek. Zda se, Ze C. utilis a S. cerevisiae, patfici
k riznym kvasni¢nym Fadlim, se podstatné 1isi
v charakteru bunéénych stén. Pevné vybudované
struktura bunéénych stén S. cerevisiae se uvoliiuje
aZ vlivem extrémnich podminek prostfedi, pri¢emz
vné bunék prochdzeji prevdZné Stépy makromole-
kul.

Pro pFipravu kvasniénych extraktii je z hlediska
vytéZku i vysokého obsahu bilkovinné sloZky nej-
vyhodné&j5i autolyticky proces. Z bun&k C. utilis
1ze bez pridavku chemickych ¢€inidel ziskat kvas-
ni¢ny extrakt s 30% vytéZkem prostou 5Shodinovou
autolyzou pri teploté 50—52 °C. U kvasinek S. cere-
visiae se pouhym zvySenim teploty na 50 °C lyticky
systém neaktivuje. K ziskdni kvasnitného extraktu
z pekalského droZdi je moZno vyuZit plasmolytic-
kého a¢inku pridavku 7 % pivodniho objemu etha-
nolu [12].

V extrahovanych kvasinkdch S. cerevisiae byl
stanoven obsah steroli a porovndn s obsahem ve
vychozich buiikdch. Ve vSech pripadech extrakce
se zvysil obsah steroli, imérné hmotnostni ztraté
rozpustnych sloZek bunééné susiny extrakci.

V pripadé extrakce nukfemﬂ]ch kyselin lze po-
zorovat, Ze vysoky obsah nukleovych kyselin bu-
nék C. utilis je jednou z pFi¢in zhruba dvojndsob-
ného obsahu nukleovych kyselin v kvasni¢nych
extraktech ve srovndni s kvasniénymi extrakty
z pekafského droZdi. Dalsi pfi¢inou je snaz$i pro-

pustnost bunécné stény, zplsobujici, Ze pFi extrak-
cich NH,OH (0,4 mol.l-! 40°C) a 92°C, pH 7,5
zlistdva znaénd Ccast nukleovych kyselin v poly-
mernim stava a zajiSfuje vysoky vytéZek srazeni.

U uvedenych dvou typll extrakce byly dédle stu-
dovany podminky srédZeni kvasniénych extraktd.
Hodnoty vytéZkd a sloZeni produktl srdZeni jsou
uvedeny v tabulkdch 4 a 5. Vyssiho vytéZku sra-

Tabulka 4. Vytéiky srdzeni kvasniénych extraktil.

A. extrakee 0,4 mol/l NH,OH.MO °C/lh

pokul é1 l I pokul E 2 il fid pok_u; 5‘ 3
p_od- | pod- | pod- [
minky | H vytéZek | minky | vytéiek | minky H | vy
srageni | P (°,) | srigeni [P | (%) | srideni| P [ )
E :E-ol i E :E-ol | E : E-ol |
1:15 | 2 54,4 1:3 5 64,1 1:1,5 10 | 61,8
1:1,5 4 616 | 1:2 5 64,8 1:1,5 1melll | 67,1
NaCl
1:15 5 60,4 1: 1,5 3 56,5 1:1,5 0,25 mol; 64,4
. ‘ | Ncact, |
1:1,5 |10 604 | 1:1 5 541 | 1:15 | 4 I 57,2
1:152)50,5\110,5‘5 | 529

| 526 1‘1;1.5iz

B. extrakee 92°C, pH 7,5/1 h

| ..
455 | 1:15 |10 \ 51

1:15 2 | 419 | 1:3 |5 | _
1:15 4 | 503 | 1:2 5| 431 1:15 [0,25mel/| 51,2
| | | /I NaCl

1:15 | 5 | 557 | 1:15 5| 419 | 1:15 | 025mel/ 603
| | | ‘ /1 CaCae

1:1,5 | 7,5 40,0 | 1:1 5| 383 | 1:15 |4 50,4

1:1|z|43.3|1,o,5;5|m,z{1.1,sz 46,38

Poznamky:

1) E: kvasni¢ny extrakt
z) E-ol: ethanol

Tabulka 5. SloZeni produkti srdZieni z kvasniénfch ex-
traktii

A. extrakee 0,4 mol/l NH OH]M Clh

podnunk) lrlhm | ] T

kvasniény extrakt: | pH l(‘? X | hlk: iny o
g | W )
1:1 2 54,3 38,6 8,1
1:1,5 10 56,6 i 28,9 6.4
1:15 2 SL1 35,4 4,9
1:15 | 4 | 29,7 5,0
1:15 Iid .5 492 28,7 45

B. extnkte 92 "ijH 7,5/1 h
1:1 2 60,1 103 | 166
1:1,5 75 | 772 | 8,6 9,7
1:15 2 79,8 143 | 104
1:1,5 | 4 1 78,9 | 134 | 9,5
1:15 ' 5 773 | 108 | 125
| !

Zeni lze dosdhnout zvySenim pH ¢&i pfidavkem Ca’*
iontl. Za optimalni pomér objemu extraktu a etha-
nolu lze povaZovat pomér 1:1, event. 1:1,5. Dalsi
pfidavek ethanolu neni ekonomicky efektivni.
Vy38i obsah nukleovych kyselin v produktech
srdZeni kvasniénych extraktl ziskanych extrakci

pFi 92°C a pH 7,5 doprovézi steny obsah bilko-

vin.

Extrahované kvasinky C. utilis 1ze i nadéle vy-
uZit pro krmné tcely. Z tohoto hlediska se zda vy-
hodné&j3im postupem extrakce 1 hodinu pfi pH 7,5
a teploté 92°C, nebot zde nedochézi k podstatnym
ztrdatdm bilkovin. Dalsi vyhodou je neutrdlni pH
extrakce, zabramnujici tvorb& racematli aminokyse-
lin, ke které nutné doch&zi pii plsobeni vys$Sich



10

KVASNY PRUMYSL
ro¢. 37/1991 — ¢&islo 1

koncentraci hydroxylovych aniont@ na bilkoviny
[13]. Produkty racemizace plsobl v krmivarstvi in-
hibi¢né na rast ¢i vykazuji vyslovené toxicky efekt
[14]. PPl extrakcich se v Zadném pFipadé mecha-
nicky nenarusuji bunécné stény.

V pfipadé extrakce pii 92°C lze vypustit i fazi
tepziné predupravy kvas nek pired suSenim, nebot
zahiev na 92 °C dokonale nahradi termolyzu, po-
tfebnou pro zvySeni stravitelnosti kvasniénych bil-
kovin.
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Bé&halova, B. - Blahova, M. - Silliager, V.: Poarovnani
zpiisobu extrakee nukleovych kyselin a pripravy kvas-
niéného extraktu z pekaiského droZdi Saccharomyces
cerevisiae a krmného droidi Candida utilis. Kvas. prim.,
37,1991 -¢. 1 -5.-7—10.

Pro pripravu kvasniénych extrakti a izolaci nukleo-
vych kyselin z kvasni¢nych bung&k Saccharomyces cere-
visiae a Candida utilis bylo porovnano 6 variant extraké-
nich postupii. K produkeci kvasnicného extraktu se jevi
jako ‘nejvhodné&jsi postup autolyza kvasinek Candida uti-
lis pFi teploté 50 az 52°C bez pridavku chemickych ci-
nidel. Pro izolaci nukleovych kyselin se zda nejacinnéjsi
extrakce rovneéz z kvasinek Candida utilis, a to bud
v prostfedi 0,4 mol . 1-! NH,0H pfi teploté 40 °C nebo pii
teploté 92°C a pH 7,5, %

U kvasinek S. cerevisiae byl v extrahovanych bun-
kach v piipadé vSech zplsobli extrakce zjistén zvyseny
obsah sterolli, véetn& A57 sterolli, tvofenych plrevainé
ergosterolem.

beranosa, b. - Baarosa, M. - lnaannrep, B.: ConocrasJe-
HHMe CcnocofOB, 3KCTPATHPOBAHHMA HYKJEHHOBBIX KHCJAOT H
N0JyyeHHs JAPOMMEeBOro 3IKCTPAKTa H3  XJeGomnekapHbiX
ApoxkKein Saccharomyces cerevisiae H KOPMOBbIX JPOX-
xKeii Candida utilis.

Ksac. npym., 37, 1991, Ne 1, ctp. 7—10.

B neasx nojydyeHHst APOZKKCBLIX 3KCTPAKTOB M M30/HPO-
BAHHsI HYKJEHHOBBIX KHCJOT H3 JIPOZKIKEBBIX KJIETOK Sac-
charomyces cerevisiae n Candida utilis 6blJI0 NPOBELEHO
conocrapieHHe 6 BapHaHTOB cnoco06OB 3KCTParHpOBaHHSA.
Jlag npoayKiun JpOXKKeBOro 3KCTpakTa Kak HaHOoJee Bbl-
TOJIHBIH NPe/ACTABISIETCs: METOA aBTOAM3 ApoxKKed Candida
utilis npn Temneparype 50—52°C 6e3 n06aBKH XHMHYec-
KHX peakTHBOB. J[lisi H30JHPOBAaHHS HYKJIEHHOBBIX KHCJIOT
Kazercs Hanbogee s(ppeKTHBHBIM 3KCTparuposaHHe TakiKe
n3 apoxiKeil Candida utilis, 1 To uau B cpeae 04 Mo
.1~} NH,OH npu remnepartype 40 °C, uin nmpH tremnepartype
92°C u'pH 7,5.

B cayuae S. cerevisiae mpu Bcex cnocoGax 3KCTParupo-
BalHs B IKCTPArHPOBAHHBLIX KJETKaX ObLIO HAlJeHO NOBbi-
IIeHHOE cOJlep/Kanne cTeposoB, BKIOuasi A7  cTepo.bl,
COCTABJSIHHBIX NPEHMYUIECTBEHHO 3PIroCTepOIOM.

Béhalova, B. - Blahova, M. - Sillinger, V.: Comparison of
Nuecleic Acid Extraction and Yeast Extract Preparation
from Baker's Yeast Saccharomyces cerevisiae and Fod-
der Yeast Candida utilis. Kvas. prtm., 37, 1991, No. 1,
pp. 7—10.

Six modifications of the extraction procedure for the
yeast extract preparation and nucleic acid isolations
from the cells of Saccharomyces cerevisiae and those
of Candida utilis have been compared. For the yeast
extract production the best procedure was the autolysis
of Candida utilis at the temperature of 50 to 52 °C with-
out any chemical agent additions. The best extraction
procedure for the isolation of nucleic acids has also
Lbeen achieved with Candida utilis yeasts under the
following conditicns: in 0,4 mol.1-1 NH,OH, at the
temperature of 40°C or 92°C and pH 7,5. With S. cere-
visiae using each extraction procedure an increased con-
tent of sterols including those of A 5,7 ones, consisting
almost only of ergosterol was found in extracted cells.

Béhalova, B. - Blahova, M. - Sillinger, V.: Vergleich der
Verfahrea der Extraktion der Nukleinsiuren und der
Zubereitung von Hefeextrakt aus der Backhefe Saccha-
romyces cerevisiae und Futterhefe Candida utilis. Kvas.
pram., 37, 1991, Nr. 1, S. 7—10.

Fir die Zubereitung von Hefeextrakten und Isolation
der Nukleinsduren aus den Hefezellen Saccharcmyces
cerevisiae und Candida utilis wurden 6 Varianten der
Extraktionsverfahren verglichen. Als am besten geeignet
fiir die Produktion des Hefeextrakts zeigte sich die Au-
tolyse der Hefen Candida utilis bei der Temperatur von
50 bis 52°C ohne Chemikalien-Zugabe. Fiir die Isolation
der Nukleinsduren bewihrte sich als das wirksamste
verfahren die Extraktion gleichfalls aus den Hefen Can-
dida utilis, und zwar entweder in dem Milieu 0,4 mol.
.1-1 NH,0H bei 40°C oder bei der Temperatur von 92 °C
und pH 7,5.

Bei den Hefen S. cerevisiae wurde in den extrahierten
Zellen bei allen Extraktionsverfahren ein erhonter Ge-
halt an Sterolen festgestellt inkl. A 5,7 Sterole, die iiber-
wiegend durch Ergosterol gebildet sind.



