Srovnani schopnosti adaptace kmenti Candida
k recirkulovanym melasovym zaparam

pri semikontinualni kultivaci

ALENA CEJKOVA, Vyzkumn§ Gstav lihovarského a konzervédrenského priimyslu, Praha

Pfi vyrob& krmného droZdi na melase se pouZiva
k pripravé roztokil suroviny a Zivin jako ziedovaci
kapaliny vody. Po skonfeném kvasném cyklu se
kvasinky oddéluji od zralé zdpary a supernatant se
vypousti bez dalSiho vyuZiti do odpadnich vod. P¥i
tomto zpiisobu odpovidd mnoZstvi odpadnich vod
pfibliZné mnoZstvi pouZité ¢erstvé vody, tj. asi
260 m*® na 1 tunu suSeného krmného droZdi, z toho
120 m® siln& zédvadnych odpadnich vod s BSK;
660 kg O2 [1].

Pro sniZeni podilu odpadnich vod byl zaveden ve
vyrobé krmného droZdi technologicky periodicky
postup, vyuZivajici odseparované prokvasené zéa-
pary jako Fedici tekutiny pfi pFipravé melasového
roztoku [2]. Recirkulaci prokvaSenych zdpar navr-
hoval Kirnbauer [3] pf¥i vyrob& pekaiského droZdi,
kdy se do kvasného cyklu vracela pouze &édst odse-
parované zapary.

663.14.031.234
663.14.038

Ve vyrob& krmného droZdi se recirkulace prokva-
Sené zdpary opakuje az do max. dosaZitelné hod-
noty suSiny v zépare, kdy se jes§td podstatné& nesni-
Zuje vytéZek kvasni¢né biomasy. Po dosaZeni této
hodnoty, tj. max. 7,0°Bg [4] se odseparovand z4-
para odvddi na odparku ke konefnému zahu3ténf.
Timto zplisobem se koncentruji v zépafe balastni
neasimilovatelné latky. Je to vyhodné z hlediska
jejich dalSiho vyuZiti nebo likvidace. Do vefejnych
tokli se za téchto podminek vypoust&ji pouze vody
myci a splachovaci, tj. vody nezdvadné, v mnoZstvi
5 a¥ 6 m® (t suSeného droZdi [1]). Nahromad&né
neasimilovatelné latky vSak brzdi riist kvasnitné
populace a dovoluji riist pouze kultufe, kterd se
v prib&hu kvasného cyklu ¢asteéné adaptovala k po-
stupné se zvySujicim koncentracim té&chto latek.
Pfesto vytdZek biomasy klesd tmérng& se zvySujici
se hustotou zdpary. Maximélni vyt&Zek susiny bio-
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masy T. utilis ¢inil v jednom kvasném provoznim
cyklu (vlastni pozorovani v obdobi leden aZ dnor
1960) 11,08 g/l ve 14. h kvaSeni pii hustot& vracené
zdpary 2,8 Bg, pak klesal na 8,29 g/l ve 22. h pfi
3,2°Bg; 7,35 g/l ve 28. h pFi 3,9°Bg; 6,95 g/l ve
34. h pfi 4,4°Bg; 6,3 g/l ve 44. h pii 5,3 ’Bg; 6,09
g/l ve 60. h pfi 6,8 "Bg. Se zvySujici se hustotou
stoupal podil zbytkovych redukujicich latek na
0,167 aZ 0,200 %. Menila se také morfologie kvas-
nidnych bun&k: od 25. h kvaSeni se vytvately fe-
tézce dlouhych vldknitych bunék.

Nelze piesné definovat faktory, zpomalujici rist
kvasnitné populace v prostfedi s vracenymi odse-
parovanymi zdparami. Bylo vSak zjiSténo, Ze ne-
pPiznivy vliv je zpisoben nahromadujicimi se ne-
asimilovatelnymi latkami, jako je betain, zbytkové
redukujici latky a minerdlni soli, jejichZ koncen-
trace stoupaji s kaZdym vracenim odseparované
zapary [5].

Prdce byla vénovdna otazce nutnosti vybéru kvas-
niéné kultury pro kultivaci v prostiedi s recirkulo-
vanymi zdparami. Pokusy byly provedeny s péti
kulturami Candida, vybranymi na zdklad& provede-
ného screeningu z kolekce 42 kultur kvasinek [5],
u nich# byla sledovdna schopnost adaptovat se
v kratkém Sasovém tiseku semikontinudlni kultivace
k vracenym odseparovanym zéparam.

Materidl a metodika

Kultury:
Candida utilis var. major 156/VULK; Nat. Coll.
Yeast Culture, Surrey, 168. Kafrovd mutanta (Thay-
sen a Morris, 1943); zasldna v r. 1961, CSAV 653/20.
Candida tropicalis 117/VULK; Sokolovskij celjuloz-
no-bumaznyj kombinat, CK-4; dovezena v r. 1958.
Candida utilis 138/VULK; CSAV 653/6.
Candida tropicalis 114/VULK; Lochvinskij gidroliz-
nyj zavod L-2/54; dovezena v r. 1958.
Candida tropicalis 84/VULK.

VSechny kultury byly uchovdvdny na sladinovém
(8,0°Bg) Sikmém agaru.

Substrdt:

Zapary, pouZité ve vSech pokusech, byly pfipra-
veny z jednoho vzorku Fepné melasy. Zdkladni z4-
para o hustot& 4,2 °Bg byla piipravena pro pfedpo-
klddanou 50% vytéZnost (na vneseny cukr) s 1%
susiny obsahujici 8,0 % N a 3,0 % P;0s: (davky do
1 1 vodovodni vody) melasa 42,6 g; (NH4)2S04 3,3 8;
(NH;).HPO4 0,6 g; pH 5,5.

Kultivace:

Periodickd a semikontinudlni kultivace byly pro-
vedeny ve 20 1 zdpary ve 30 1 fermentoru se samo-
nasdvacim vétracim zaFizenim typu Waldhof s pfe-
stupem kysliku 3,5 g/l h™ [obr. 1). Fermentor byl
umistén v kéji temperované na 30 = 1°C.

Inokulum:

Kultury ze Sikmého sladinového agaru byly pfe-
vedeny do tfepacich bangk s melasovou zdparou, po
24 h kultivace byly obsahy 10 bangék priddny ke 2 1
melasové zdpary v Bartové fermentoru obsahu 6 1

Obr. 1. Fermentor se samonasdvacim vétracim zafizenim

Po 48 h byl obsah fermentorli pouZit jako zésev
14 1 melasové zdpary ve Y provoznim fermentoru.
Susina zdkvasu odpovidala asi 0,2 % objemu za-
pary.

Aerobni respirace:

Byla méfena ve Warburgové respirometru pfi
30 °C za tFepani o amplitudé 2,5 cm po dobu 120 min
pfi pH 6,5. Kvasni¢nd biomasa byla 2kréat promyta
fyziologickym roztokem a suspendovéna v erstvém
fyziologickém roztoku. 0,5 ml suspenze [susina 5
a? 7 mg) bylo pipetovdno do hlavni Casti mano-
metrické nadobky, obsahujici 1 ml 0,15 mol KH:PO:
a 0,8 ml fyziologického roztoku; kominek nddobky
byl plnén 0,2 ml 2 n KOH a sloZenym filtratnim
papirkem. Do postranniho raminka nédobky bylo
pipetovdno 0,5 ml 0,2 mol gluk6zy. Nédobky byly
temperovdny 15 min, pak byl pfiddn substrat do
hlavni ¢asti nddobky a bylo zahdjeno méfeni.

Susina biomasy kvasinek:

Byla stanovena vaZkové ve vaZenkdch s piskem.
10 ml zépary bylo odstfedéno po dobu 10 min,
supernatant slit, biomasa 2krdt promyta destilova-
nou vodou a kvantitativné pfevedena do vysuSenych
zvaZenych hlinikovych misek s piskem.

PredsuSeni: 15 min pod infralampou. Dosu3eni:
1 h pii 105 °C.

Zbytkové redukujici ldatky byly stanoveny v zépa-
rach podle Somogyi [6].

Amonny dusik byl stanoven rozkladem amonnych
soli MgO za varu.

pH bylo stanoveno potenciometricky s chinhydro-
novou elektrodou.

Prestup kysliku byl stanoven sifi¢itanovou meto-
dou podle Coopera, Fernstroma a Millera [7].
Vysledky

U kaZdé studované kultury byla sledovédna riisto-
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vd kfivka v jednordzové kultivaci po dobu 12 h.
KaZdou hodinu byl sledovén pfiriistek biomasy, aby-
tek redukujicich latek a amonného dusiku, zmé&na
pH a mikroskopicky byl sledovdn stav bunék.

Z priib&hu jednorédzovych kultivaci byla stanove-
na specifickd rlistovd rychlost ¢ podle vztahu [8]

§ InX —1nXo
R DR e v
kde X, je poCatetni mnoZstvi suSiny biomasy kva-
sinek,
X — mnoZstvi suSiny biomasy kvasinek za
dobu 2.

Hodnota specifické riistové rychlosti, udédvajici
rychlost riistu biomasy v zévislosti na ¢ase, byla
pouZita pii sestaveni pfitokového schématu semi-
kontinudlni kultivace v pracovni etap& s vracenymi
odseparovanymi zdparami.

Semikontinualni systém byl sestaven z nékolika
za sebou nésledujicich pFitokovych kultivaci:
k 17,5 1 vody s 0,2 % zédkvasu piepocteno na sudinu
byly Ziviny pfiddvdny podle pfitokového schématu
hodinové ve form& 40°Bg melasy, 10% roztoku
(NHs);HPOs, 10% roztoku (NH:):S0s nebo 2,5%
roztoku NHs. B&hem kultivace byl fermentor do-
pln&n na 20 1 pFitoky Zivin. Kultivace probihala &
aZ 9 h v zédvislosti na pouZitém kmenu, aZ sulina
dosdhla 1% objemu zédpary; pak byl obsah vélce
odstFed®n. 17,5 1 odseparované zédpary se pirevedlo
do vymytého fermentoru a Cést ziskaného droZdf
byla v mnoZstvi 0,2 % obj. zdpary pouZita k zdkva-
su. Hodinové pfitoky Zivin byly stejné jako v pFed-
chéazejicim cyklu, kde fedicim prostfedim byla voda.
Vraceni zépar popsanym zpisobem se opakovalo
bezprostFfedn& za sebou 2 aZ 4krdt v zévislosti na
chovéani studované kultury.

V priib&hu kultivace byl v hodinovych intervalech
sledovan pfirfistek biomasy a hodnota pH. KaZdé
dvé hodiny byl sledovdn dbytek cukrii a amonného
dusiku. Fyziologickd aktivita kvasinek byla sledo-
vana podle intenzity dychdni na gluk6ze. Mikro-
skopicky byl sledovdn vyvoj kultur kaZzdou hodinu.
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Obr. 2. Riistovd kFivka Candida utilis var. major 156 pFi
jednordzové kultivaci v melasové zdpaFe o hustoté 4,2 °Bg
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Obr. 3. Zdkladni kFivky kultivace Candida utilis var.
major 156 v semikontinudlnim systému a poutdni O, na
glukdze v jednotlivich fdzich kultivace

Hustota odseparované zapary na konci cyklu: A-2,0°Bg: B-2,6 *Bg;
C — 4,0°Bg; D — 5,1°Bg; 1 — amonny N mg%; II — cukry*r. L
{I1 — pH; IV — suSina g/100 ml

V obr. 2 je znézorndn prib&h ristové kiivky
C. utilis var. major 156 v jednordzové Kkultivaci,
v obr. 3 riist kultury v semikontinudlnim systému
s vracenymi odseparovanymi zéparami. Hodnota
riistové rychlosti, zjisténd v periodické kultivaci
v logaritmické fazi, odpovida ¢ = 0,28.

Podle fidajii chemické analyzy stoupd v kaZdém
cyklu semikontinuélni kultivace hustota odseparo-
vané zépary z 2,0°Bg (cyklus A) na 26 °Bg (B),
4,0°Bg (C) a 5,1°Bg (D). Zvysuje se podil zbytko-
vych redukujicich latek, které jsou pro kulturu
nedostupné [5]. Cast doddvaného amonného dusiku
zlstava v zépafe nevyuZita.

Z kfivek grafii je zfejmé, Ze kultura je schopna
se adaptovat k vracenym odseparovanym zdpardm
v podminkdch seminkontinudlni kultivace. Ve srov-
néni s periodickou Kkultivaci pfitokovy semikonti-
nudlni systém zintenziviiuje nahromadovani kvas-
ni¢né biomasy. PFi hodnoceni riistovych rychlosti
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Obr. 4. Ristovd kFivka Candida tropicalis 117 pFi jedno-
rdzové kultivaci v melasové zdpaFe o hustoté 4,2°Bg
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Obr. 5. Zdkladni kFivky kul- TR
tivace Candida tropicalis 117 e |
v semikontinudlnim systému
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v jednotlivych kultivaénich cyklech (A, B, C, D) se
vSak projevuje nepf¥iznivy vliv vracenych zdpar,
presto, Ze pritokova kultivace pozitivné ovliviiuje
hodnotu u: v cyklu A bez vracenych zdpar hodnota
u (0,28) odpovida riistové rychlosti, zjisténé v loga-
ritmické fazi jednordzové kultivace; v cyklu B hod-
nota u stoupéa na 0,32 a dosahuje maxima; v dalSim
cyklu se jiZ projevuje nepfFiznivy vliv vracenych
zdpar poklesem riistové rychlosti na # = 0,29.
V cyklu D je hodnota riistové rychlosti niz3i (0,26)
hodnoty u jednorézové kultivace.

Nepfiznivy vliv vracenych zdpar se dale projevuje
ve fyziologické aktivité, vyjadFfené dychdanim na
glukoze, kterda na zaCatku nového Kkultivacniho
cyklu klesd, ale dosahuje hodnoty predchazejict
kultivace jiZ za 6 h riistu.

Na obr. 4 a 5 jsou znazornény ristové krivky
C. tropicalis 117 v jednorazové a seminkontinudlni
kultivaci. V tomto pfipadé& je pokles riistové rych-
losti vlivem vracenych zépar velmi patrny. Aktivita
aerobni respirace bunék z cykld s vracenymi zdpa-
rami klesla ve srovnéni s respiraci bunék z cyklu A

1/5, dosahla v8ak urcité vyrovnanosti bez velkych
vykyvﬁ na zatatku novych kultivaénich cykli.

Obdobny priib&h byl zjistén u kultury C. utilis 133,
u niZ se v cyklu D sniZilo mnoZstvi suSiny nahro-
madé&né biomasy na 0,681 g/100 ml v 6. h ve srov-
nédni s 0,852 g/100 ml ve stejné hodin& cyklu A.
Spotieba O: klesla ze 148 ul/mg suSiny za 120 min
v 6. h cyklu A na 82 ul/mg susiny ve 2. h cyklu B;
v 6. h cyklu B dosédhla 110 x4l Oz a ve 2. cyklu C —
98 ul Oz/mg susiny za 120 min.

Jiny vliv odseparovanych zdpar byl zjistén u kul-
tury C. tropicalis 114: ristova rychlost se nesniZila,
byla v3ak silng& stimulovdna tvorba mohutného pseu-
domycelia. Kultivace byla skonfena v cyklu B,
ackoli aktivita aerobniho systému byla vyrovnana
a prirlistky biomasy vysoké.

Obdobné byla kultivace pFferusSena v piipadé C.
tropicalis 84, kdy ve 2. h cyklu B byly zjiStény
shluky kvasinek, pfechézejici ve 4. h tohoto cyklu
v aglutinujici dtvary. Tento pokus byl nékolikrat
opakovdn se stejnou aglutinaci bunék jiZ na za-
¢atku kultivace s vracenymi zdparami.

7'2145 SRS W O A B £ YT V|
——= fullivace (]

Zavér

Provedené pokusy ukédzaly na odliSné chovani
jednotlivych kultur kvasinek v pfitomnosti vrace-
nych odseparovanych zédpar, tj. v prostfedi s na-
hromadénymi vlastnimi metabolity, minerdlnimi so-
lemi a Fadou neasimilovatelnych organickych latek.

U vSech kultur se sniZila vlivem tohoto nepfFiznivé
se uplatiiujiciho prostfedi riistova rychlost bud jiZ
pfi prvnim vrdaceni odseparované zapary, nebo poz-
déji v zdavislosti na schopnosti kultury adaptovat
se ke zm&nénym podminkdm prostifedi.

Semikontinudlni zpfisob kultivace zvysil u Can-
dida uti’is var. major 156 hodnotu g ve srovndani
s jednorazovou kultivaci a pouze v poslednim cyklu
prevladl nepfiznivy vliv vracené zdpary. O velké
adaptacni schopnosti této kultury svédé&i rychlé vy-
rovndvani respiraéni aktivity, které nastava jiZ
v priitbghu 6 h kultivace v kaZdém cyklu.

Rychly pokles v intenzité nahromadovéani bioma-
sy byl pozorovan u kultur C. tropicalis 117 a C. tro-
picalis 138 jiZ pti prvnim vrdceni odseparované zéa-
pary. Neni vSak vyloudeno, Ze prodlouZenim doby
jednotlivych kultivaénich cykli u obou kultur anebo
mirn&j8im zvy3ovanim hustoty zdpar v jednotlivych
cyklech, by se dosdhlo stejného vysledku jako v po-
kuse s C. utilis var. major 156.

U kmenti C. tropicalis 114 a C. tropicalis 84 bylo
zjisténo zcela odlisné plsobeni vracenych zépar:
pomalé oddélovani dcefinnych buné&k od buiiky ma-
tef'ské, pozorované u C. tropicalis 84 pfi zahdjeni
semikontinudlni kultivace s pfitoky v cyklu A, se
vlivem vrdcenych zépar stupiiovalo aZ vedlo k aglu-
tinaci Fetizkovych ttvarl; u C. tropicalis 114 vra-
cené zdpary stimulovaly tvorbu pseudomycelia, vy-
volanou pfitokovym zplisobem kultivace.

Ze ziskanych vysledkii vyplyvd, Ze pro techno-
logicky postup vyroby krmného droZdi, v némZ se
pouZivd jako Fediciho prostfedi namisto vody vra-
cené prokvaSené zdpary, je nezbytny vybér kvas-
ni¢né kultury, vyznacujici se vysokou schopnosti se
adaptovat ke zm&n&nému kultivadnimu prostiedi.

Souhrn

Pro sniZeni mnoZstvi odpadnich vod pFi vyrobé
krmného droZdi na melase je zaveden technologic-
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ky postup, v némZ se pouZivd namisto vody jako
fedici tekutiny vracené, prokvaSené, odstfedéné za-
pary. V préci byl sledovan vliv téchto recirkulova-
nych zdpar na chovani 5 kultur kvasinek rodu
Candida pri semikontinuélni kultivaci, kdy se po-
stupnym vracenim zépar koncentruji balastni ne-
asimilovatelné latky v prostfedi a zvySuje se hus-
tota kultivatniho prostiedi. U vSech studovanych
kultur se vlivem vracené zépary sniZila hodnota
riistové rychlosti ¢ ve srovnéani s jednordzovou kul-
tivaci bud jiZ p¥i prvnim vrdceni prokvaSené za-
pary, nebo pozdé&ji, v zédvislosti na schopnosti kul-
tury adaptovat se ke zménénym podminkdm pro-
stfedi. Zatimco Candida utilis var. major 156 se vy-
vijela bez sniZeni vytéZku biomasy aZ do urcitého
. stupné& hustoty zédpary a C. tropicalis 117 a C. utilis
138 vyZadovaly pomalou adaptaci jiZ k prvnim vra-
cenym zapardm, byly kultury C. tropicalis 114 a 84

pro tento zpilsob kultivace nevyhovujici pro zvy3e-
nou tvorbu pseudomycelia a aglutinaci, vyvolané
zmeénénym prostiedim.
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CPABHEHHE ITPHCITIOCABJIH-
BAEMOCTH ILITAMMOB
CEMEVICTBA CANDIDA

K YCJIOBHSIM PELHPKYJISALIUHA
ITATOYHBIX 3ATOPOB I1PH
IMOJIVHEITPEPBIBHOM
KYJIbTUBALIMH

B cratbe mnpHBOAsATCA pe3yabTaTH
CPaBHHTEJbHBIX HCMIBITAHHI MATH MITAM-
MOB jpoxkeil cemefictBa Candida,
Hanpasneuﬂux Ha H3y4YeHHe HX noBe-
JIEHHS] B YCJOBHAX DPEUHPKYJSALHH 3a-
TOPOB (HOBasi TEXHOJOTHS, Ha KOTO-
pyio 6bia Bhiaan B Yexoc/oBakuH ma-
tent). IMoa BaHsHHEM peUHPKYJISIHH
y BCex ITaMMOB OGHapyXKHJOCh 3a-
MeJJIeHHe CKOPOCTH  Pa3MHOMKEHHS.
Meubme Bcero o6HapyKHJIOCh BJHS-
Hue y mrtamMma Candida utilis var.
maior 156. Xorsi BHX0Z GHOJOrH-
yecKoil Macchl YMEHBIIHJCSH, 3TO HMe-
10 MecTO JHIUb HPH yCJIOBHIl npenu-
LIeHHA onpeneneHHoro npe,ue.na ryc-
TOTHl 3aTopa. Bce apyrhe mTaMMbl
IaJH HEeyNOBJETBOPHTEJbHBIE pe3yJib-
TaThl.

VERGLEICH DER ADAPTATIONS-
FAHIGKEIT DER CAND'DA-HEFE-
STAMME AUF REZIRKULIERTE
MELASSEMAISCHEN BEI SEMI-
KONTINUIERLICHER KULTIVATION

Fs werden Versuche beschrieben, bei
denen 5 Candida-Hefekulturen in
den Bedingungen der , rezirkulierten
Maischen (tschechoslowakisches Pa-
tent) verfolgt wurden. Bei allen Ver-
suchsstimmen wurde die Abnahme
der Wachstumgeschwindigkeit fest-
gestellt, im geringsten jedoch bei
dem Stamm Candida utilis var. maior
156, bei dem die Abnahme der Bio-
masse-Ausbeute erst nach der Er-
reichung eines bestimmten Grades
der Maischedichte beobachtet wurde.
Bei den iibrigen Versuchsstimmen
zeigten sich viel grissere Mingel.

ADAPTABILITY OF THE CANDIDA
STRAINS TO RECIRCULATED
MOLASSES MASH AND SEMI-
CONTINUOUS CULTIVATION

Five strains of the Candida yeast
family have been tested to study
their behaviour in the new process
known as molasses mash recircula-
tion (the process has been recently
patented in Czechoslovakia). Rec'r-
culation of mash slows down the
propagation speed. From five strains
selected for comparison Candida
utilis var. maior 156 was affected far
less than others. The drop in the
yield of biologic substance was
observed only when the mash den-
sity exceeded certain limits. Four
other strains failed under the des-
cribed conditions to give satisfactory
results.




