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V lihovarské kampani 1964/65 i v roce 1935/66
byla v lihovaru Olomouc-Hodolany zjiténa po né-
kolikatydennim kontinudlnim provozu lihovaru
v kvasici zdpafe kvasinka, tvofici kefi¢kovité dtva-
ry, ndpadné odliSné od kvasinek produké&éniho kme-
ne. Této kvasince velmi dobFe vyhovovaly podmin-
ky lihovarské vyroby. Intenzivné zkvaSovala cukr
na etanol, v kyselych preparacnich laznich nebyla
nijak oslabovédna a byla velmi odolnd vi{i¢i pomé&rné&
vysoké koncentraci lihu v prokvaSenych zaparach
(10,5 aZ 11,5 %). Zprvu byla nalézdna ojedinéle,
jeji mnoZstvi vSak postupné vzriistalo aZ do po-
mé&ru asi 1:3 ve vztahu k normdlnim produkénim
kvasinkam. Byl udinén pokus, jak se bude chovat
pfi normalnim Boinotové vyrobnim postupu po roz-
pojeni baterie: za téchto podminek se vSak kva-
sinka rozmdhala stdle intenzivnéji, takZe po né-
kolika cyklech byl provoz pferuSen a kvasirna
kompletné sterilaci vyé&iSténa. Ve znovu zahdjeném
provoze se kvasinka vice neobjevila.

Technologicky vzato, popisovand kvasinka, pokud
nebyla v soustavé prili$ zastoupena, skoro nepfeka-
7Zela. Vzhledem k tomu, Ze tvofila dosti rozmérné
a pomérné pevné kefickovité ttvary, oddélovala
se viak od zdpary. V tseku intenzivniho kvaSeni se
shromaZdovala vlivem CO: u hladiny, v prokvaSené
zdpafe tvofila znacné sedimenty, takZe jak se roz-
méhala, zacala byt velmi obtiZnou. Vlivem oddé&lo-
vani se od zdpary — tubytkem aktivni kvasnitné
hmoty — a keFickovité struktury, v niZ je omezena
z prostorovych diivodd latkovd vymeéna, zpomaloval
se kvasniény proces, hlavné& v koneénych fazich
(dokvaSovani).

Bylo zfejmé, Ze v soutéZi potladovala uSlechtilé
kvasinky produkéniho kmene. Narfistdni kvasni¢né
hmoty nebylo moZro vzhledem k oddé&lovani se od
zdpary spolehlivé mérit; bylo vSak zFejmé, Ze je
pomeérné vy33i a rychlejsi neZ u lihovarské kvasinky.
Rychlost kvaSeni lihovarskych zépar, u nichZ byla
kefickovitd kvasinka v poméru k normalnim za-
stoupena asi 1:1 pfi asi 1% kvasn. su8iny, byla aZ
do koncentrace etanolu 9 az 9,5 % skoro normélni,
avSak zbytek cukru do lihovatosti 10 aZ 11,0 %
dokvasel ndpadné pomaleji.

Tvarem veétSiny jednotlivych bun&k a chovanim
v lihovarské zdpafe, se tato keFiCkovitd kvasinka
znaéné podobala b&Znym lihovarskym sacharomyce-
tam. Hlavnim rozdilem v zapafe byla tvorba kefic-
kovitych tdtvarii — dcerinné buiiky se neoddélo-
valy od matek a tak vznikly kefickovité ttvary, &i-
tajici nékolik desitek aZ stovek jedincid. Ngkteré
kefi¢ky obsahovaly buiiky napadn& protdhlejsi.

Vzhledem k tomuto zajimavému chovani uvedené
kvasinky a nebezpe&nym vlastnostem z technolo-
gického hlediska, jsme tuto kvasinku izolovali s ci-
lem prostudovat jeji vlastnosti a pokusit se o jeji
urceni.

Metodika

Kvasinka byla kultivovdna na kapalnych i pev-
nych pidach, jak pfFirozenych tak i syntetickych.
Byl sledovdn jednak rfist a charakter kolonii na
jednotlivych pevnych ptidéach, event. morfologické
zmény, prokvaSovani jednotlivych cukernych sub-
stratfi, jak za fakultativné anaerobnich podminek,
tak i za aerace, maximdlni schopnost tvorby eta-
nolu a schopnost tvorby spdr. Morfologicka varia-
bilita a riist kolonii na pevnych ptadach byly doku-
mentovany fotograficky.

Pro kultivaci na pfirozenych kapalnych i pev-
nych ptiddch bylo pouZito jednak melasové sla-
dinky priZivené (NH4):HPO4 okyselené kys. siro-
vou, podle u¢elu 10 aZ 20 °Bg, resp. obdobné obilné
sladinky, pFipravené ze sladového vytaZku. Tyto
kapalné pidy byly v pfipadé potfeby ztuZeny 1,5
aZ 2 % agaru.

Jako zdkladni syntetické plidy bylo pouZito smé-
si: 3 g primarniho forforeCnanu draselného, 2 g
sekundarniho fosforeénanu amonného, 0,1 g siranu
hofeénatého, 0,1 g chloridu vdpenatého a 0,01 g si-
ranu Zeleznatého na 1000 ml pidy, a k této smési
byly priddvany jednotlivé zkou$ené cukry, resp.
jiné uhlikaté substrdty v mnoZstvi 59%. Téchto
pfd bylo rovn&Z pouZito jak v kapalné, tak i ve
ztuZené formeé. Z cukernych substratii byly zkouSe-
ny: glukoéza, frukt6za, sachar6za, maltoza, laktoza,
cukerné alkoholy, sorbit a mannit a rafin6za. Ob-
dobné byla pripravena kapalnd i pevnd plida ke
zjisténi asimilace nitrati; v zdkladni smési byl
v tomto pFipadé& zastoupen sekundarni fosforetnan
amonny dusi¢nanem draselnym.

Schopnost sporulace byla zkouSena na agaru po-
dle Gorodkové v této tapravé: glukoza 2 g, pepton
10 g, chlorid sodny 5 g, agar 20 g, studnié¢ni voda
do 1000 ml [1]. V Chem. tstavu SAV Bratislava
byla pfezkou3ena schopnost sporulace dile na Fo-
welové agaru (1,5 % agaru, 0,5 % octanu sodného].
Soucasné byl studovdn rifist na lysinovém agaru
sloZeni: glukéza 5 %, lysin 0,5 %, priméarni fosfo-
recnan draselny 0,5 %, studni¢ni voda, k ov&Feni,
zda nejde o zdstupce rodu Candida.

Rist na uvedenych pitiddch byl srovnévan pfi
paralelné provedenych kultivacich se sacharomy-
cetami produkéniho lihovarského kmene. Na ste-
rilni koncentrované melasové slading byla prove-
dena pritokovym zpfisobem zkouSka maximaélni
tvorby etanolu.

Riist na kapalnych ptiddch probihal ve Freuden-
reichovych banickdch a je ho moZno povaZovat za
fakultativné anaerobni kultivaci. Vesmés bylo po-
uZito kultivaénich teplot 29 aZ 31 °C. K zaodkovéni
pevnych pid bylo pouZito povrchového roztéru.

Funkce studovaného mikroorganismu byla na
uvedenych piiddch posuzovéna jednak podle rych-
losti riistu kolonii a jejich formy, resp. pigmentace
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(pevné phidy), jednak podle tvorby zdkall, inten-
zity tvorby CO:; a koncentrace etanolu (kapalné
piidy). Stanoveni etanolu bylo provddéno chemicky
jodometrickou metodou ‘v destilatu po oxidaci chro-
movou smési [2].

Soufasné s anaerobnimi kultivacemi byly prove-
deny i aerobni kultivace za pomoci vétracich mi-
chadel v melasové slading, v lihovarskych vypal-
cich a na glycerinové ptidé Tyte kultivace byly
vedeny pritokovym zplisobem pri teplotdch 28 aZ
31 °C, pH bylo udrZovdno mezi 4,7 aZ 6,5 amonia-
kem, resp. kys. sirovou (vypalky), pFiZivovdni bylo
propodteno na oekdvané vytéZky v rozmezich 0,6
a? 1,5% koncentrace kvasnitné suSiny, pomoci
(NH4):HPOs, (NH:)2S04, KHPO; a amoniaku. Ko-
nedny objem zapar ¢€inil 1000 ml (s malymi od-
chylkami), jednotny zdsev 0,8 g aktivni kvasnifné
hmoty o 0,175 g su$iny. Narfistdni kvasnitné su-
S§iny bylo sledovdno centrifugaci vzorkdl kvasici
zédpary v kalibrovanych kyvetdch. V§t&Zky kvas-
nigné hmoty byly zjitény odstFedénim a vaZenim
promyté vzniklé biomasy. Ve vysuSené biomase byl
stanoven dusik obvyklym zpisobem kjeldahlizatné
a P;0s kolorimetricky po minerazici kys. sirovou
.[3]. U kvasinek aerobn& ziskanych na melasové
sladince byla zmé&fena i aktivita v tést& (obdobné
jako u pek. droZdi).

Vysledky
PF#i ristu na melasovych nebo sladinkovych pii-

‘dach tvorila uvedend Kkefickovitd kvasinka velmi
rychle rostouci naprosto typické hutné a pomeérné
vysoké kolonie s hrub& drsnym, hrudkovitym po-
vrchem a nepravidelnymi okraji, a to i u zcela
mladych kolonii. Proti sacharomycetdm je rlst
dvoj- aZ trojnasobn& rychlejsi (obr. 1 a obr. 2]. Na
obr. 2 je obrovské kolonie, jeZ dosdhla béhem 7den-
ni kultivace priiméru 25 mm; byl to dvojndsobek
proti paraleln& kultivované lihovarské sacharomy-
cetd. U mladych kolonii je tento rozdil jeSté€ mno-
hem vyrazn&j$i. Tento rychly rist kolonii si vy-
svétlujeme tim, Ze u kefickovité kvasinky tvoii za-
klad- kolonie (pifi roztéru suspenze] ne jedind
buiika, nybrz cely shluk — keficek, a tim je v ristu
ziskdn velmi znaény nédskok.

Starnouci kolonie v nékterych pFipadech cen-
trdlné dernd a jeji buiiky jsou v§razné vyzrnéné asi
tak jako u sacharomycet (obr. 3 a 4). V kapalné
melasové nebo sladinkové piidé je prokvaSovani p¥i
nizsich koncentracich cukrii pfibliZn& shodné jako
u sacharomycet. Kvasinka tvoFi typické ,keFicky"
jak je zfejmé z obr. 5.

Tvorba etanolu p¥i paralelni 50hodinové kultivaci

byla u sacharomycet 7,85 % etanolu, u kefickovité
kvasinky 7,87 %.

V Zadném pi¥ipadé nebyla pozorovana tvorba kri-
su; sediment byl dosti- mohutny. PFi zkouSce maxi-
méalni tvorby etanolu bylo pfi rozdé&leni pFitoki
husté zapary na 4 dily dosaZeno lihovitosti 11,07 %,
tj. p¥iblizn& shodné, jako u sacharomycet. Prokva-
-ovani bylo v poslednich fdzich zna&né pomalé.

Na syntetickych pevnych pliddch keFitkovita kva-
sinka roste podstatn& pomaleji; zfejmé vyZaduje

podobné jako sacharomyceta pfitomnost rfistovych
faktorfi. Po nékolika dnech kultivace byla pozoro-
vdna tvorba riiZovych aZ syt® Cervenych pigmentd,
které vSak nemé&ly karotenoidni povahu. Pigmentace
se vyskytla pouze na plGdach se sacharozou, mal-
tozou, glukozou a fruktozou. Rist na pldéach s lak-
tozou, mannitem a sorbitem a na nitrdtové ptid& a
lysinovém agaru byl velmi nepatrny. Kolonie bilé.
Uvedené substraty ziejmé nebyli asimilovdny. Sou-
Casné byl prostudovan vliv pfitomnosti biotinu. Na
ptdé bez biotinu rostly kolonie skoro v kulaté,
hladké formé& (obr. 6) na identické ptdé se stopou
biotinu v typické drsné formé (obr. 7). Rovnéz tvar
bunék byl rozdilny. Bez biotinu byly buiiky podstat-
né& kulaté&jsi se zrnitou plasmou (obr. 8}, s biotinem
mély obvyklou podlouhleji formu (obr. 9). Rozdily
byly pozorovédny i na odpovidajicich kapalnych pii-
ddach. Kulatou formu buné&ék jsme pozorovali i na
jinych ptidach, na nichZ byly né&které vyznamné Zi-
viny v nedostateéném mnoZstvi (draslik, sira). Na
lysinovém agaru kvasinka nerostla.

Na laktozovém agaru byly pozorovany zvlasté
prodlouZené tvary bun&k, pF¥ipominajici aZ pseudo-
mycelium ([obr. 10). Tvorba spor na agaru podle
Gorodkovové ani po nékolika tydnech nebyla pozo-
rovana, zatimco paralelné kultivovand sacharomy-
ceta sporulovala velmi zna¢né Na Fowelové agaru
kvasinka asi po mésici bohaté sporulovala (1—3
spory v asku). Pfehled prokvaSovani syntetickych
sladin jednotlivych cukrii je obsaZen v tabulce 1.

Podle nalezi jde o II. kvasny typ [4], stejné jako
u produkéni sacharomycety. Nebyla pozorovdna
asimilace cukernych alkoholii. PFi aerobni kulii-
vaci byla na melasové sladiné pozorovdna pomé&rné&
rychld asimiliace cukrii a intenzivni tvorba kvas-
niéné hmoty. Bylo ziskdno celkem 14 g suSiny kvas-
ni¢né hmoty z 36 g vloZeného cukru; odpovida to
vytdZnosti 39 %. Bereme-li v Gvahu vytvofeny eta-
nol (0,457 % na 1000 ml), &inila vytdZnost 50 %
kvasni¢né suSiny na vloZeny cukr. Ziskané Kkva-

Tabulka 1

Sladina s cukrem 1 Zjisteny etanol %

Laktéza 5% 0,00
Sacharoza 5% 3,0
Glukéza 5% 3,0
Fruktéza 5% 3,0
Maltoza 5% 3,0
Rafindza 2% 0,144
Nitrdtova sladina
(5% glukozy) 0,80
‘Tabulka 2
: | |
‘ ol my | &
F 0. ruby O
Kultivace | == Eprotein % | =3
] Z | i w
el | | e
Aerobni na melase 7,06 44, — 2,88
Aerobni na vypalcich 7,41 46,4 3,64
Aerobni na glycerinové
zdpafle 8,11 50,7 3,66
Na melasovém agaru
(kolonie]) 6,70 41,8 —




Kvasny priimysl
ro¢. 12 (1966) - ¢islo 11

Ndlez kerickovité kvasinky v lihovarském provozu 259

Obr. 1. Kolonie keFiékovité kva-
sinky po 4denni kultivaci na
sladinkovém agaru

Obr. 4. Kerifkovité kvasinky
z kolonie na melasovém agaru
4 mésice staré, uchovdvané
v chladnici pFi 5 °C

né sladinky

Obr.

7. Kolonie kerickovitijch
kvasinek ze syntetické pidy,
identické jako u opr. 6, aviak
s biotinem 3

sinky byly podrobeny zkouSce aktivity v té&sté a
bylo dosaZeno kynuti 95 minut v prvé dobé (obr.
11), pfi tvorbg 425 ml COz; aktivita v tésté je tedy
proti b&Zné sacharomycet& sniZena. PFi aerobni
kultivaci na lihovarskych vypalcich bylo dosaZeno

Obr. 2. Obrovskd kolonie keric-
kovité kvasinky po 7denni kul-
tivaci na melasovém agaru

Gbr. 5. KefFiéek kvasinek z obil-

Obr. 8. Kefiékovité kvasinky ze
syntetické piidy bez biotinu

Obr. 3. KefFickovité kvasinky
z kolonie na melasovém agaru

Obr. 6. Kolonie kefFickovitijch
kvasinek na syntetické pudé,
jeZ neobsahovala biotin

Obr. 9. Kefiékovité kvasinky ze
syntetické pidy s biotinem

celkem malé vytéZnosti 6 g kvasnifné sudiny na
100 g vypalkfi. Glycerin pfi aerobni kultivaci se
skoro neasimiloval. SloZeni sudiny aerobné& kultivo-
vanych kefitkovitych kvasinek je uvedeno v tabul-
ce 2.
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Obr. 10. Kefitkovi-
té kvasinky z. piidy
na laktosoném aga-
T

400 T 74
ml
0, //
200 //
L~
30 0 , 90 min

Obr.“11. Prabéh kynuti keFickovité kvasinky v tésts
Zévﬁry“

Biochémioké' vlastnosti zkoumané kefFicCkovité -
kvasinky se velmi znacén& podobaji vlastnostem sa-

charomycet lihovarského produkéniho kmene, aZ
na nékteré morfologické znaky. Hlavni rozdily jsou
ve tvorbé kefickii, tj. neoddélovani se pucicich a
dozralych bunék, dédle v tom, Ze kvasinka Spatné
sporuluje a tvofi typické, od sacharomycet naprosto
odliZné kolonie. Pfed zjiSténim sporulace na Fo-
welové agaru jsme se pod vlivem u&inénych na-
lezii klonili k néazoru, Ze nejde o néjakou znamou
nesporulujici kvasinku, nybrZ o haploidni formu
lihovarské sacharomycety, kterd vyrostla z ndhod-
né spory. Ovérit tento nédzor se vSak nepodafFilo,

ponévadZ pfes intenzivni mikroskopické studium -

sedimentl nebyly v Zaddném pfipadé zjist&ny zndm-
ky sporulace. Rozborem provoznich pomérh pii kon-
tinudlni vyrob& melasového lihu jsme v3ak do3li
k zavéru, Ze jde o dissociacni jevy — piechod pro-
dukéniho kmene s S-formy na R-formu.

OBHAPY)XEHHE KYCTOBHIHBIX
APOXOKEHM HA CIIMPTOBOM
3ABOJE

B crartee onuchiBaercs penkas ¢op-
Ma acnoporeHHBIX KYCTOBHAHBIX JLPOH-

FABRIK

VORKOMMEN VON STRAUCHFOR-
MIGEN HEFEN IN EINER SPIRITUS-

Es wird eine besondere Form einer
mnichtsporulierenden

Pri kontinualnim kvaSeni jsou totiZ proti nor-
malnimu postupu s vratnou separaci v baterii po-
nékud odlisné podminky. Vracené kvasinky, pfFi-
chézejici do prvého ¢€lenu baterie, jsou vystaveny
stabilnimu piisobeni prostfedi, jeZ obsahuje 4 aZ
6 % alkoholu a pouze asi 19% cukru za soufasné
slabé aerace. Toto prostfedi zfejmé& postupné pii-
sobi na produkc¢ni kmen a béhem velmi dlouhého
trvani provozu se jeho vliv projevi vznikem R-for-
my. O tom, Ze dlouhodobé plisobeni uvedenych fak-
tori — zminéné koncentrace etanolu za soucasné
aerace -— miZe mit za néasledek vznik drsnych
forem, byle jiZ referovdno [5] a je ve shod& se

. Zznamymi zkuSenostmi. NeZ se tento jev objevil, byl

produkéni kmen vystaven provozu delSimu neZ 200
dni. Tomuto ndzoru déle nasvédcéuje skutecnost, Ze
vznik kefiCkovitych forem byl spontdnni a dosti
mohutny, takZe vyklad ndhodnou kontaminaci je

madlo pravdépodobny.

Pfimy dikaz lze provést postupnym pievodem
keFickovité kvasinky (drsné formy)_ zpét na S-
formu a naopak, coZ se mezitim podarilo, a bude
popsdno pozdéji spolu se zAvéry vyznamnymi pro
vyrobni praxi.

Konsultaci poskytla dr. A. Kockovd-Kratochvilo-
vd z Chemického astavu SAV Bratislava a doc. ing.
L. Silhdnkovd z Mikrobiologického tstavu Vysoké
Skoly chemickeé Praha:

s

Souhrn

Byla popsdna zvlastni forma nesporulujici ke-

‘Fitkovité kvasinky, jeZ se vyskytla v lihovarském

provozu, kde vyvolala provozni potiZe. Rozborem
jejich biochemickych vlastnosti a jejiho chovéani na
prirozenych a syntetickych ptidach pfFi aerobni i an-
aerobni kultivaci utvofili si autolfi zdvér, Ze jde
0 R-formu sacharomycety produk¢niho kmene.
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Rukovét potravindfske

Doslo do redakce 22. 12, 1965

DISCOVERY OF FRUTICOUS YEAST
IN A DISTILLERY

The authors describe an unusual
fruticous form of asporogenous

EEA AN yeast which has been discovered in

KeiH, 06HADYKEHHBLIX Ha OJHOM CHHp-
TOBOM 3aBOjle, TA€ OHH BH3BAJH
NMPOH3BO/ICTBEHHEIE 3aTpyaHeHus. Hay-
YeHHe HX GHOJOTHYECKO-XHMHYECKHX
CBOHCTB H MOBEIEHHS B eCTECTBEHHEIX
H CHHTETHYECKHX MHTATEIBHBIX Ccpe-
llax B YCJOBHAX a3po6HOTO M aHa-
3pOGHOTO pasBeleHHS NOKA3aJ0, YTO
9T0 — peakas R — dopma caxapo-
MHIETOB INPHMEHSEMOr0 Ha 3aBode
mramMma. -

gen Hefe beschrieben, die in einer
Spiritusfabrik gefunden wurde, wo
sie Betriebsschwierigkeiten verur-
sachte. Aufgrund der Analyse der
biochemischen Eigenschaften und
des Verhaltens dieser Hefe auf syn-
thetischen Boden bei aerober und
anaerober Kultivation kamen die
Autoren zu dem Schluss, dass es
sich um die R-Form des Saccharo-
myces des Produktionsstammes
handelt.”

a distillery, where it caused some
difficulties by affecting the fer-
mentation and related processes.
Through a study of its biochemi-
cal properties and its behaviour in
natural and synthetic culture media
under aerobic and anaerobic con-
ditions the yeast has been identi-
fied as a rare R- form of saccha-
romyces of a strain used by the
distillery.



