Specialni fermentaénit procesy

Nové kvasni¢cné kmeny pro vyrobu krmnych kvasnic

Z etanolu

Ing. JOHANNA RYBAROVA, CSc.,

Podle doporuceni PAG €.12 z roku 1972 pro vyrobu
jednobunéénych bilkovin [SCP) je jednim z hlavnich
poZadavkil vybér vhodného produkéniho mikroorganismu
[1]. Pro zpracovani synietického etanoclu v na3ich pod-
minkach se osvédCily kvasinky Candida utilis, které se
ve sinou pouZivaji pfi vyrobé krmnych kvasnic z klasic-
kych cukernych surovin. Ze sbirkového kmene byla pfi-
pravena produkCni kultura nékolikandsobnym pasaZova-
nim, provedenym kultivacemi v syntetickém Zivném mé-
diu s etanolem jako jedinym zdrojem uhliku a energie.
Produkéni kultura, takto ziskana, se uchovava ve formé
kvasnitné pasty, ktera se obnovuje v pravidelnych &a-
sovych intervalech néslednymi kultivaceml #a etanolu,
pfi michZ se jako inokulum pouZivaji kvasnice — kvas-
nitna pasta — ziskand v pfedchozi kultivaci. Tento zpfi-
s0b udrZovdni aktivni produkéni kultury je z hlediska
zachovani optimélnich Zivotnich podminek velmi vhod-
ny, zvlasté pro kvasinky as milujici etanol.

Kultivace v laboratornim fermentoru, slonZici k pfi-
pravé produk€ni kultury, se provadéji stejng jako veske-
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Vyzkumny ustav krmivarského primyslu a sluZeb, Praha

ré kultivace kvasinek na etanolu, za neaseptickych pod-
minek s pfisnym dodrZovanim béZné Eistoty; Zivné mé-
dium se nesteriluje, pouze fermentor se po dikladném
vymyti horkou vodou dezinfikuje roztokem chlérového
vdpna, formalinu apod. Vzhledem k tomu, Ze se kultivu-
je v syntetickém meédiu s etanolem a pfi nizké hodnotd
pH, nebyly v priitbéhu dlouhodobého vedeni produkéni
kultury zaznamenany Zadné vyznamné bakteridlni konta-
minace. Na druhé strané neni vyloucena moZnost konta-
minace cizimi kvasinkami, i kdyZ samotny substrat znad-
né sniZuje okruh pfipadnfych kontaminantd. Timto zpi-
sobem udrZovana produkéni kultura se oznatuje z mikro-
biologického hlediska jako prakticky &ista [2] a lze ji
s Gspéchem pouZivat jakc inokulum pro pokusné ncely
i pro provoz tak dlouno, dokud se nezmé&ni jeji bioche-
mické a mikrobiologické vlastnosti dané priib&hem a v§-
sledky kultivace v kontrolnich podminkéach.

Béhem vyzkumnych praci bylo zjisténo, Ze p¥i riastu
kvasinek na etanolu vznikd jako vedleji metabolit ky-
selina octova. VE8t5i akumulace této kyseliny v médiu
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byla vZdy spojena se zhorsenim vysledkol kultivace [3].
Znaéné mnoZstvi Kyseliny octové se vytvarelo v zaklad-
nim syntetickém médiu, které se také pouZivalo k udrZo-
vani produkéni kultury. Upravou kultivaénich podminek
napf. sniZenim pH média nebo sniZenim koncentrace
etanolu v médiu apod. se podafilo hromadéni Kkyseliny
octové omezit [4]. Nejitinngji se v tomto sméru osveéd-
¢il pfidavek malého mnoZstvi melasovych lihovarskych
vypalkii do Zivného media [5]; za jejic. pPitomnosti se
nachazela kyselina ocrovd v médiu v zanedbalelném
mnoZstvi a soucCasné se znacné zvysila vytéZnost kvas-
niné biomasy. VytéZnostni koeficient Y,/ okolo 0,65 do-
sahovany pfi kultivaci v zdkladnim médiu se zvysil pii-
davkem melasovych vypalki aZ na 0,75.

Pfi pé&stovani produkéni kultury v syntetickém médiu,
ziistdval mikroskopicky obraz kvasniéné kultury stdly,
i kdyZ se ménily resp. zlepZovaly vysledky kultivace na-
sledkem v&domych zasahii do Kkultivatnich podminek,
které viak neménily synteticky charakter média. Av3ak
pfi pokusném vedeni proaukéni kultury v Zivném médiu
s pfidavkem melasovych lihovarskych vypalkd byly po-
zZorovany postupné morfologické zmény kvasmitné po-
pulace. Kultura pozbjvala tvarovou vyrovnanost a ve
znatné mife se vyskytovaly puilky vywafbejic. rozvétve-
né fetizky, které se pfi péstovam v zakladnim synte-
tickém médiu neobjevovaly. Vznikla domnénka, Ze roz-
voj téchto Fetizkujicich kvasniénych bungk byl umoZnén
pfitomnosti vypalkil, které obohatily syntetické medium
organickymi slouteninami. Tim se stala produkéni kul-
tura kmenové nejednotnou a protoZe poskytovala velmi
dobré vysledky, byl proveden pokus o jeji rozdeleni
s cilem ziskat nové kvasniéné kultury, vhodné pro vy-
uziti etanolu k tvorb& biomasy.

MATERIAL A METODIKA

Mikroorganismus

Prcdukéni kultura vypéstovana z kmene Candida utilis
CCY 29-38-64 (ve sbirce RIFIS VUKPS je vedena pod
¢islem 49) mnohondsobnym pasaZovanim v Zivném me-
diu s pfidavkem melasovych lihovarskych vypalkd.

»ubstrat

Synteticky etanol asi 90 % hm. [93% obj.), CHEZA,
Litvinov.

Zivna média
a) Sladinové agarové médium: 100 g sladového vytaZ-
ku Pragomalt, 20 g promytého agaru, ad 1000 ml vodo-

vodni voda, pH5,5. Médium se plnilo do zkumavek a
Petriho misek.

b] Syntetické agarové médium s etanolem: 543y
(NH,],S0;, 0,76 g KH,PO,, 0258 MgS0,.7 H;0, 001g
Zns0,.7 Hy,0, 25g promytého agaru, ad 1000 ml vodo-
vodni voda, pH 5,5. Médium se plnilo po 100 ml do Erlen-
mayerovjch ban&k o objemu 300 ml. 0,5ml synteticke-
ho etanolu bylo roztirano na povrch vysterilovaného
ztuhlého média.

c) Syntetické médium pro trepaci bafiky: 054 g
[NH,]),S0:, 2.2g m-~covina, 076g KH;PO;, 025g
MgS0, .7 H,0, 0,01 g ZnS0,.7 H;0, 20m1 syntetickeého
etanolu, ad 1000 ml vodovodni voda, pH 4,5. Etanol a
wmotovina byly pfidavany dodatetné do vysteriluvaného
média, mofovina ve formé& roztoku zfiltrovaného pres
bakteriologicky filtr. Sterilace Zivnych médii a) aZ c,
byla provedena v autokldvu pfi 0,12 MPa po dobu 3u
minut

d) Zakladni syntetické médium pro 301 fermentor: Zi-
viny byly pfipraveny v koncentrovaném roztoku, obsa-
hujicim v 1000ml 35ml 85% H;PO,, 308 KOH, 25¢g

MgS0,.7 H,0 a 0,58 ZnS0,.7 H,0; k rozpou$iéni Zivin
byla pouZita vodovodni voda. 1 ml koncentrovaného roz-
toku Zivin odpovidal 1 g pfirfistku kvasni¢né susiny. Do
pFislugné zfed&ného kultivafniho média ve fermentoru
se dale pfiddval 1g (NH,;],S04/1 média. Etanol se davko-
val pritokovym zpfsobem spolu s hlavnim podilem du-
sikatého Ziveni jako lihoamoniakova smés, ve které byl
vzdjemny pomér 4 obj. dily syntetického etanolu (93 %
obj.] k 1obj. dilu amoniaku (25 % hm.]. V lihoamonia-
kové smési bylo rozpusténo 0,2 ml odpe&ilovaciho oleje/
/100 ml smési.

e) Médium s vypalky: sloZeni média viz d), do které-
ho se pridavaly melasové lihovarské vypalky [zahuSté-
né, suiina okolo 78 % hm.] v mnoZstvi 1g vypalki/l
média.

f] Syntetické médium s vapnikem a Zelezem: sloZeni
média viz d), pouze mnoZstvi Mgf0, .7 H,0 v koncentro
vaném roztoku Zivin bylo zvyseno na 32 g. Vapnik a Ze-
lezo se pfidavaly do média v zasobnich roztocich, a to
01ml na 1g ofekivaného prirQistku kvasnifné suSiny.
Z4sobni roztok vapniku — 156 g CaCl; . 2 H,0, ad 1000 ml
vodovodni voda a zdsobni roztok Zeleza — 10,6 g FeCls.
.6 H,0, ad 1000 ml vodovodni voda.

Kultivatni metody

a) Kultivace na pevnych médiich byly provedeny
v termostatu pfi 30°C, doba kultivace 48 aZ 72 hodin.

b) Kultivace ve tFepacich baiikdch byly provedeny
v 500 ml varnych baiikdch s dvéma protilehlymi zatezy
ve sténé, objem kultivatniho média byl 50 ml. Kultivace
probihala na rotadni tfepace pfi 240 ot/min a teplota
byla 30 °C.

c) Kultivace we 301 fermentoru: podrobny popis
fermentoru a kultivadni postup byly uvedeny v dFivéj-
$ich sdélenich [6], resp. [7].

d) Postup rozdéleni produkéni kultury a izolace jed-
notlivych kultur: k ziskani jednotlivych kultur byla po-
uzita Kochova metoda [2] ve zjednoduSeném provedeni.
7 kvasniéné pasty produkéni kultury byla pfFipravena
suspenze kvasinek ve sterilni vodovodni vodé a proveden
rozsev na Petriho misky. Po inkubaci byly pro dal3i pra-
ci vybrany misky s vhodnou hustotou kvasnitnych ko-
lonii. Jednotlivé kolonie byly hodnoceny makroskopicky
a mikroskopicky. Vybrané kolonie byly pfeoCkovany na
sladinové agary ve zkumavkach. Narostlé kultury slou-
Zily jako vychozi materidl pro dal3i praci.

Sirsi vybér izolovanych kultur z hlediska vyuZiti eta-
nolu pro tvorbu biomasy byl proveden testovanim ve
tfepacich baiikdch a vybrané kultury potom provéfeny
kultivaci ve fermentoru. Schéma namnoZeni kultur pro
kultivaéni testy:

izolovand kulfure na slodinovem
agary ve zkumavce

Synlelicke agorove medium s elo-
riolem v Erlenmayerovych barkach

synteticke medium s etanolem
v vetrepocich bonkach

Kultivocni test

3 e synteticke medium s etano -
vetrepacich bankach

lem ve fermentoru (2 krdt )

kultivacni test
ve fermentory

Analytické metody

Stanoveni kvasnitné sudiny, etanolu a kyseliny octo-
vé v kultiva®nim médiu a stanoveni etanclu v substritu
jsou podrobn# popsany v diivéjSim sdéleni [7].
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hofkych latek, atkoliv neni zcela jisté, Ze chmelovy prasek bude dokonale
zhaven vzduiniho kysliku.

V¢hodou ve srovndnf Hopstabilu s Hopfixem je u posledn& jmenovaného
zmendeni skladovaciho prostoru ve prospéch jeho pivovarské vydatnosti, a to
asi o 1/3, oviem pfi podstatném nedostatku chmelové tfisloviny a vibec latek
ve vodé rozpustnych. Hopstabil je v podstaté jemné& rozemlety pfirodni chmel,
ktery méa byt chran&n proti vzduinimu kysliku v uzavieném prostoru inert-
nim plynem. Jemné mleti mé jen lépe podpotit p¥l chmelovaru lepsi vyvafo-
vani hofkych latek, které je viak ve skutefnosti minimalnf.

Tyto vyrobky byly bhem doby dopln&ny jesté dalSimi. Tak Bishop [72] na-
vrhuje pouZivat lupulin misto chmelovych hlavek. U tohoto vyrobku se sni-
#uje skladovaci prostor rovnéZ asi o 1/3. V takovém lupulinu se lépe uchova-
vi silice. Lupulin se hodi lépe k davkovédni pFi chmeleni ne# chmel pEirodni.

Obchod nabizf pivovartim je$t& dalsi vyrobek, tzv. chmelovy praskovity
extrakt oznafovany jako HEP s pfisadou kyseliny kiemigité jako stabilizdtoru
piva. V tomto pfipad& byla smés promisena jesté chmelovym extraktem.

Schur [73] doporuuje ke zpracovdni chmelovych extrakti a pradkd nej-
levngjsi americké chmely i chmely riizného pivedu, které se vyznatuji vyso-
kym obsahem hofkych latek. Podle jeho ndzoru nezéaleZ] tak na nejakostni
viini, lépe Fefeno pachu, nebot je zndmo, Ze chmelova silice chmelovarem
7 nejvétsi ¢asti vytékd. Neni pochyby, e i kdyZ chmelova silice vytéka, ne-
vyrovnd se chmel amerického phvodu jakostnim chmelim stfedoevropskym,
které maji vé&tsi obsah chmelové tfisloviny, jejiZ ptfitomnost ve chmelu neni
zanedbatelnd. Kutter [74] porovnéva chmelové pradky s chmelovymi extrakty
a chmelovymi hldvkami, Upozoriiuje, Ze chmelové extrakty, které byly vyro-
beny dvoustupiiovou extrakei, maji jisté pFednosti. Maji napf. stabilni obsah
hofkgch latek, t¥islovin apod., coZ u hlavkového chmele neni. Jsou lehce skla-
dovatelns, trvanlivé a nedavaji prakticky Zadné mlato.

Na zaklads chmelové davky a obsahu hofkych latek v pivé se pocita
u varky s Hoplixem se skutefnou tsporou asi 6 % a u vérky z mletého chme-
le s jesté niZsi Gsporou.

Narzifp [75] analyzoval chmelovy prasek a chmelové extrakty, které pfi-
déval pfi chmelovaru podle obsahu komplexu a-hofké kyseliny. Standardni
chmelovy extrakt poskytl vyvaZenou hotkost, kdyZ obsah hofkosti byl pod
30 mg/l.

Narzifp [75] pojednédvé op&t o moZnosti dosdhnout dspory pii chmelovaru.
U chmelov§ch pragkt se dosahuje 150, u chmelovych extraktd asi 20 % a
u chmelov§ch pragkovitych extraktii asi 25%, a to za pfedpokladu, Ze obsah
x-kyseliny se pohybuje kolem 32—35 0% z celkového obsahu.

Uvedené tspory mohou byt vysvétleny rychlej$i extrakeci hofkych latek
v mladind a nisimi inbibignimi ztratami ve chmelovém mléatu, Také u chme-
lov§ch extraktd se vyZaduje doba varu nejmén& 90 minut, aby probéhla do-
statefnd izomerace nasazeného komplexu g-hofké kyseliny a zabranilo se tak
nadmeérné ztraté v leZadckém sklepé.

Nézory na v§robu a pouZiti izomerovanych chmelov§ch extiraktii

Barisotto, Hansen a Lesniewski [76] provedli pokusné varky se standard-
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Uvazi-li se chut &eskoslovenskych piv, myslim, #e by mi nebyl ani v zahra-
ni¢i vytykan patriotismus feknu-li, Ze vét§im dilem jejich chut je pfece jen
dobrd nebo alespoli uspokojiva.

UvaZi-li se jeSi# ,Plzefisky prazdroj, ktery jeding se Gzkostlivé pFidruje
klasické v§roby, ziistava v nasem stité i v mnoha daldich zemich, jako staly
vzor uslechtilého népoje.

Tak je to v soufasné dob®, aviak nevi se, jaké pivo bude predkladano hlav-
né v zahrani¢i konzumentovi v budoucnu.

V poslednich 20 letech se vyvinula v pivovarském primyslu ve svétovém
méfitku témé&r horetka v touze po zvySeni vyuZitelnosti hofkych l4tek pii vy-
robé piva. Vinu na tom nese nepochybné bezpotet vyzkumnych praci v che-

ismu chmelovych latek, které nékdy aZ nezodpovédns, nedosti seriozné des-
orientuji do znaéné miry vyrobu piva a svymi aspornymi moZnostmi ldkaji
k odchyleni se od klasického zplisobu chmeleni pouZivanim riiznfch chemic-
kfch vyrobki,.

Radou vyzkumi chmelovych pryskyfic se totiZ dospélo ke smési riiznych
Stépnych produkti, které kromé izomerd o-hofké kyseliny s nejvétsi pravds-
podobnosti se ani v pfirozenédm stavu nevyskytuji. Jsou to rfizné vice, méng
hofké latky, ale rozhodng cizi, pokud jde o jakost hofkosti ve srovnani s pii-
vodnimi latkami chmelovymi, které by se mohly pravd8podobné jiZ radit do
bohaté skupiny synteticky plipravovanych hofkych latek, srovnatelngch napf.
s chininem, kofeinem apod. P¥i té prileZitosti je tfeba vzpomenout i price
Reganovy [22], ktery mj. zjistil, Ze pfi chmelovaru vznikaji kromé& izomerd
e-hotké kyseliny i pFechodnd stadia mezi nimi a piivodnim komplexem e-ky-
seliny a které se asi uplatiiuji lepsimi koloidnimi i chutov§mi vlastnostmi,

I kdyZ jsem tedy stdle stoupencem pokroku vg¢roby chmelového extraktu,
uvaZuji o tom, zda by snad nebylo lépe pouZivat do té doby, neZ se zdokonali
jesté vyroba chmelového extraktu, bez ohledu na moZné tispory, dobfe ucho-
valy chmel za dobrych podminek ne? z ného vyrobeny, Spatn& uchovaly vy-
robek.

JestliZe se tedy ve v§zkumnych pracich stdle objevuje tvrzeni, Ze riizné
chmelové vyrobky poskytuiji piva jakostné&jsi chuti neZ piva vyrobend z pouhé-
ho jakostniho chmele, pak toto tvrzeni mé4 asi vice spoletného s obchodnimi
zdjmy nei se skutecnosti,

Nesmi se pPece zapominat, Ze nejen ve chmelovych extraktech, ale i ve
c¢hmelovych koncentratech jsou vzhledem k rozlitné jakosti vychoziho mate-
ridlu ve chmelu znaéné rozdily. JestliZe se v takowvych virobcich stale zdi-
raziiuje jen vyznam komplexu g-hoiké kyseliny a z n&ho vyrobenych izome-
rli, skryva se za tim bud jen konkurenéni zdjem, nebo neznalost vici, Zatec-
ké chmely obsahuji na rozdil od chmelf zahranitnich kromé& vyznamného
mnoZstvi chmelové t¥fsloviny i mnohem vy38i pomér komplexu g8-hoiké kyse-
liny ke komplexu e-kyseliny, a to u Zateckych asi 1,9—2:1,1, kde#to u chme-
1t méné jakostnich 1,2—1 : 3—1.

Priznivy pomé&r komplexu g-hoiké kyseliny k g-kyselind se vyskytuje i
u chmelovych klonfi. Pozoruhodné je vsak, Ze pouze klon & 128, ktery byl jiz
nékolik let péstovan na Zatecku, byl stdle témép tyZ jako u chmelfi méng ja-
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kostnich, a proto byl vyfazen z posténi, Je prokazano, Ze klon &. 126 se pro-
jevuje také v chuti piva odli¥ng.

RovnéZ ve frakcionaci analogh obou hofkych lédtek Zateckych chmeln jsou
podle Kofrlé [44] na rozdil od chmelfi zahrani¢nich urtité rozdily, a to v po-
méru humulonu ke kohumulonu a lupulonu ke kolupulonu. V&tiinou se jevi
mnohem vy35i obsah humulonu nad kohumulonem a lupulonu nad kolupulo-
nem. To neni oviem pii mimofddné pivovarské jakosti Zateckého chmele a
viibec chmele &eského nahodny jev, to jsou spolu s nizkym obsahem silice a
soucasné i s nizk¢m obsahem vysokovroucich frakci typickymi a nenapodo-
bitelnymi znaky,

Vyzkumy komplexu g-hotke kyseliny ukazaly, Ze i kdyZ ve své plivodni pod-
stat® nejevi n&jaky vyznadny vliv na tvorbu hofkosti, pfece jeho oxidagéni
hodnota uvddeénd jako hulupony, pfichédzi k uplatnéni, a to tim vice, ¢im vice
se okyslituje komplex g-hofké kyseliny. Komplex g-hofké kyseliny je tu tedy
v uskladn&ném chmelu bshem doby jakousi druhou garniturou ve tvorbé
horkosti a jak se jiZ dFive ukazalo, nikoliv Spatnou.

U komplexu g-hofké kyseliny, moZno také vzpomenout fady citaci, v nich#
se zdiraziiuje, Ze na vini piva majf vliv nejspi§ 3t8pné produkty komplexu
g-hofké kyseliny, a to (im vice, &im vice je ho ve chmelové hlavece obsaZeno.
Bylo by jeSt& tfeba zjistit, zda se na viini podileji vSechny analogy lupulonu
stejn& nebo nestejn&, n&ktery analog vice a jiny méné. Neni jisté bez zajima-
vosti, vzpomene-li se, Ze stafi sladci vZdy na podzim po nové sklizni chmele
pridavali i stary chmel, pFifem# asi zcela empiricky vystihli vliv oxidované
g-hofké kyseliny.

Nejkrajn&j$im piFipadem wvyuZitf chmelovych hlavek jsou izomerovang ex-
trakty. Obsah izomerovanych latek je v pivé pry Gplné rozpustny a tudiZ jeho
hofkost také zcela vyuZitelna. Hoikost izomerovanych extraktii bude prede-
vSim asi rozdilnd podle zptsobu provedeni izomerace, o ¢emi byla zminka jiZ
v drivéjsich kapitoldch.

Predevsim je problém, jak by se maél takovy izomerovany extrakt v konetné
fazi vyroby davkovat do piva. Pravdou je, Ze nynf se pPi vyrobé piva doporu-
€uje pouZivat izomerovany extrakt jen z Casti, prfiem? jedna tast by probéhla
normalnim chmelovarem. Tfm by se ovéem dostala do piva kromé& hofkych
latek jen mala tast tFisloviny, coZ napf. chuti &s, piva by sotva prospélo.

V posledni dob& uverejnili Pfenninger, Schur et al. vysledky pokusnych vé-
rek piv, k jejichZ vyrobé byly pouZity synteticky vyrobené kyseliny o vysoké
Cistoté, Zkousky byly provedeny jednak laboratorné a jednak v poloprovozu.
Podle autort nebyly zjistény v pivech takto vyrobenych ve srovndni s pivy
normalné vyrobenymi jakékoliv rozdily ani v hofkosti ani v celkové chutl.

Fro porovndni piv vyrobenych riiznym zpisobem bylo by viak tfeba piede-
v&im védét, jak piva slouZici k porovnani, byla vyrobena, zda piimo z hlavko-
vého chmele nebo chmelového exiraktu, a to bud pouze z pryskyridného nebo
standardntho, popiip. i z jakého chmelového préasku. Pro posuzovéni chuti a
celkovych vlastnosti piv by to bylo velmi diileZita.

Piekvapuje, Ze autorfim dostadila k vyrob# jakostniho piva pouze w-hoika
kyselina, popfipad# i izo-g¢-kyselina, byt i vysoké chemické Cistoty. Oviem vy-
robit pivo lze z réiznych surovin a zale#f jen na konzumentech, pokud si na
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KVASNY PRUMYSL
rof. 27/1981 — dislo 4

Nové kvasniéné kmeny pro vgrobu krmnigch
kvasnie z etanolu 87

Stanoveni suSiny v Kkvasni¢né pasté: 16 g pasty bylo
resuspendovdno v destilované vodé na kone&ny objem
1000 ml. 10 ml vzorku bylo usuSeno v Al-misce, nejprve
pod infralampou a potom v su$arnd p¥i 105°C do kon-
stantni vdhy.

Stanoveni dusiku v kvasniéné pasté: 5 ml kvasniéné
suspenze, pfipravené pro stanoveni kvasnitné suZiny, se
v Kjeldahlové bafice odpafi s nékolika kapkami konc.
H;S80, do sirupovité konzistence. Dalsi postup spofiva
ve spaleni vzorku metodou podle Kjeldahla za pouZiti
selenu jako katalyzdtoru. Vydestilovdni amoniaku se
provadi mikrometodou v p¥Fisiroji podle Roye-Markhama
[8].

VYSLEDKY A DISKUSE

1. Rozdéleni produkéni kultury a izolace jednotlivgch
kultur

PTi rozsevu kvasnitné suspenze produkéni kultury na
sladinové agarové médium v Petriho miskdch byly po
72 hodindch inkubace zjist€ny morfologicky odlisné ko-
lonie. Podle makroskopického vzhledu je bylo moZno
rozdélit na dvé skupiny:

skupina A — obsahovala men3i kolonie & 1—15mm
s hladkym povrchem, €otkovité vypouk-
1€, bélavé barvy a nepriithledné,
skupina B — zahrnovala pfevaZné véisi kolonie & 2
aZ 4mm, s hladkym povrchem, plo33i.
Velkd vétSina kolonii m#la zhruba 0,5
aZ 1mm od kraje zPfeteln& zvyieny prs-
tenec a mirné zvyseny stifed — hrbolek.
Kolonie byly prihledné, barvy o néco
svétlejsi neZ sladinovy podklad, hrbolek
uprostied byl b&lavy.

Kolonie skupiny B poéetné pievladaly.

Vzhled bunék obou morfologicky odlisnych skupin ko-
lonii byl vzdjemné& podobny: buiiky byly vétiinou oval-
né aZ ovalng protdhle, 2,7—5,4 X 54—10 um, vedle nich
se vice nebo méneé vyskytovaly buiiky v&t3i a protahlej-
51. Jediny pozorovany rozdil byl ten, Ze v koloniich sku-
piny A se nachazely obfas buiiky kulaté, které nebyly
zjiStény v Zadné kolonii skupiny B.

Vysledky tohoto prvniho pokusu ukézaly, Ze v pro-
dukeéni kultufe se skuteén# nachéazeji nejméné dvé kme-
nové rozdilné kvasni€né populace. Z jednotlivich kolo-
nif na Peiriho miskdch byly naofkovany Sikmé sladino-
vé agary ve zkumavkach, a to 11 zkumavek kvasinka-
mi z kolonii skupiny A a 25 zkumavek z kolonii skupi-
ny B. Po 48 hodindch inkubace bylo opé&t provedeno
mikroskopické hodnoceni, podle kterého bylo moZno
rozdélit izolované kvasni®né kultury na tF¥i typy pravde:
podobng& kmenové rozdilné. Typ! se nachazel v kultu-
rach ziskanych z kolonii skupiny A a byl pro néj cha
rakteristicky vyskyt zakulacenych aZ kulatjch bundk.
Z kolonii skupiny B byly odvozeny dal3i dva typy izolo-
vanjch kultur, a to pofetnd méné zastoupeny typ I, vy-
znaCujici se protdhlym tvarem bun&k a prevladajici typ
111, majici ovalny aZ ovalné protdhl§ tvar bunék. Izolo-
vané kultury byly dale podrobeny testovdni z hlediska
vyuZiti etanolu k tvorbé biomasy.

2. Vygsledky testovdni izolovangch kultur kultivaci ve

tFepacich bafikdch

PFi testovdni kultur byl stanoven narfist® kvasniéné
biomasy, zbytkovy etanol a provedeno mikroskopicke
sledovani. Kultury byly hodnoceny podle dosaZeného vj-
téZnostniho koeficientu Yy/¢, kde x = pFirfistek kvasnit-
né susiny v g a s = spotfebovany substrat v g absolut-
niho alkoholu. Celkem bylo ohodnoceno 11 kultur typu I
(oznaCeny I-1 aZ I-11], 4 kultury typu II [oznadeny II-2,
II-3, II-8 a 11-10) a zbyvajicich 21 kultur typu III [ozna-

ceny III-1 aZ I11-25 s vyjimkou ¢&isel 2, 3, 8 a 10, ktera
byla pritfazena kuliuram typu II].

Izolované kultury typu I poskytly vétsinou niZsf vy-
téZnostni koeficienty, kieré se vé.Sinou pohybovaly mezi
0,40—0,47, pouze u tfi kultur bylo dosaZeno hodnoty
vysSi neZ 0,50. Nejvy3si vyiéZnostni koeficient byl stano-
ven u kultury I-1, a to 0,59. Mikroskopicky byvlo zjisté-
no, Ze kuliury obsahuji ovdlné aZ kulaté buiiky znagné
rozméroveé nevyrovnané a ve viech pfipadech byl pozo-
rovan sklon k Ffetizkovdni bunék i do rozvétvenych
atvard.

S kuiturami typt II a IIl bylo dosaZeno podstatné
vys5ich hodnot vytéZnostnich koeficientdi, a to vice nez
0,70. Nejlepsi vysledek mezi kulturami typu 1[I poskytl
izolat 1I-2 (Y = 0,78) a u kultur typu III byly stano-
veny vyssi vytdZnosti koeficienty u izolatd III-5, III-G,
HI-7 a II-17 (Yyjs = 0,78—0,79). Jednotlivé kultury byly
vét§inou velmi vyrovnané, ve tvaru buiiky byly oval-
né aZ ovalné protdhlé — méné ve velikosti a mezi kvas-
niénymi kulturami téchto dvou typfd nebyly pozorovéany
Zéddné rozdily ve tvaru bunék jako pfi kultivaci na sla-
dinovém a~arovém médiu. V Zadném pfipad& nebyly po-
zorovany Tretizkujici tvary, buiiky byly vé&tsinou spojenv
po dvou.

Z vysledkid testdi ve tfepacich baiikdch je zfejmeé, Ze
kultury typu I se liSily nejen morfologicky od druhjch
dvou typii, ale také schopnosti utilizovat etanol, ktera
byla u nich podstatné niZii neZ u kultur typa II a IIL

3. Vysledky testovdni wvybrangch
kultivaci ve 301 fermentoru

izolovanych kultur

K hodnoceni ristu kvasinek na etanolu ve vétsSim mé-
fitku byly vybrany izolované kultury, které poskytly
nejlepsi vysledky pfi kultivaci ve tfepacich bafikach
Celkem byly otestovany 4 izolované kultury: I-1, 11-2,
11-5 a III-6. KaZda izolovand kultura byia po ziskédni
dostatetného mnoZstvi inokulatniho materidlu nejprve
dvakrat pasaZovana kultivaci ve fermen.dru a testovani
bylo provedeno s kvasniénou pastou, ziskanou pfi druhé
pasazi.

PFi kultivaCnich testech ve fermentoru byla pouZita
tri riznd Zivnd média. Zakladni syntetické meédium bylo
pilvodné pouZivano pro péstovani kvasinek Candida uti-
lis ma etanolu a podporovalo u této kvasinky znaénou aku-
mulaci kyseliny octové [viz fivod). Druhd dvé Zivoa mé-
dia — s piidavkem melasovych lihovarskjch vypalkti a
médium s vdpnikem a Zelezem — naopak omezovaly hro-
madéni kyseliny octové, €imZ se souCasné zvyZoval vy-
téZnostni koeficient. Kultivace v médiu s vypalky byla
provedena piedeviim ke stanoveni narokil izolovangch
kultur na pritomnost vypalki. Produkéni kultura, ze
které byly izolovany, se stala na vypalcich zavislou,
resp. za jej'ch nepfitomnosti v médiu poklesl v§t8Znost-
ni koeficient o 25 9.

B&hem kultivacnich testii ve fermentoru byl sledovén
riist kvasinek stanovenim kvasni¢né su3iny v hodino-
vych intervalech a kaZdou druhou hodinu byl odebran
vzorek na stanoveni kyseliny octové. B&hem kultivace
bylo provdd&no mikroskopické pozorovani. Vysledky
testli vybranych izolath jsou uspofaddny v tabulce 1.
Izolované kultury II-2, III-5 a III-6 vykazaly dosti po-
dobné charakteristiky pfi jednotlivich kultivacich, vy-
razné se odliSovalo chovéani izoldtu I-1.

PFi kultivaci v zdkladnim syntelickém médiu se podle
oCekavani akumulovala ve znatné mife kyselina octova:
u izolatt I1-2 a I1I-5 dosédhlo jeji mnoZstvi na konei kul-
tivace 1 g/1 média, u izoldtu III-6 1,8 g/l média. Nejmen-
5f mnoZstvi bylo nalezeno u izolatu I-1, a to 500 mg ky-
seliny octové/l média. VytéZnosini koeficienty byly ve-
smés niZsi — 0,62 a 0,63 u izolatd I-1, II-2 a III-6, pouze
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Tabulka 1. Vgsledky testovdni izolovanjeh kultur kulti-
vaci ve fermentoru

‘_ Izolova_mé kultura s
| k1 | m2 -5 | 116
T T
Kultivace v za- | l
kladnim synte- |
t'ckém meédiu | |
Yoss 0,62 | 0,63 0,67 0,62
&, h=1 0,39 0,36 0,42 0,39
Kyselina octo-
va, g/l | 0,50 1,0 1,0 1.8
N, %hm. v kvas-
ni¢né susingé — 10,19 9,26 9,26
Kultivace v mé-
diu s vypalky
LETE 0,67 0,65 0,74 0,74
s, -t 0,42 0,42 0,44 0,46
Kyselina octo-
va, g/l 0,50 0,40 0,40 0,40
N, %hm.v kvas-
niéné susiné — 9,42 8,80 8,56
Kultivace v mé- |
diu s prvky
Ca a Fe
Yss 0.69 0,67 0,72 0,70
sy Bl 0,40 0.43 0,46 0,46
Kyselina octo-
va, g/l 0,50 0.40 0,40 0,40
N, %hm.v kvas-
ni¢né suiiné — 10,32 931 10,00
Morfologie
bunék
tvar | ovalné ovalng ovéalngé JVAlng
protihlé |protahlé |protahlé
rozmery, um [ 27—4X |4—54X [4—-54%X |4—54X%
x4—8 X8—95 | X6,7—8 | X6,7—8
uspofddani |rozvet- |jednotli- |jednotli- | jednotli-
vené fe- véapo2 |vBapo2 |vBapo?2
tizky ‘

u izolatu I1I-5 byl stanoven Y.;; = 0.67: u tohoto izolatu
byla stanovena také vy33i specifickd rdistova rychiost
@ =042h-1 neZ u ostatnich izolovanych kultur.

V daldich testech se projevil pfiznivé vliv pFidavku
vypalkdl a také prvkii vapniku a Zeleza na potladeni aku-
mulace kyseliny octove, jejiZ obsah se v médiich na
konci kultivace pohyboval v&ts:nou mezi 300 aZ 400 g/l
média. Vyjimku ¢€inila izolovana kultura I-1, nebof vy-
tvafela v priibéhu kultivace na obou médiich vice ky-
seliny octové neZ v zakladnim syntetickém médiu: na
konci kultivace bylo jeji mnoZstvi stejné jako v zdklad-
nim meédiu, tj. 500 g/1 média. U této kultury neni zcela
pfesné hovofit pouze o kyselingé octove, nebof silna
esterova viiné indikovala dal3i vedlej5i metabolity, prav-
dépodobné octan etylnaty. Zde je tfeba poznamenat, Ze
produkéni kultura, péstovana v médiu s vypalky, rovnés
vytvarela estery, resp. oclan etylnaty. 7 tohoto zjisténi
vyplyva, Ze producentem esterd v produkéni kultufe byl
izolat 1-1. U ostatnich izolatd nebyla tvorba esterd za-
Znamenana.

V zdvislosti na sniZeni obsahu kyseliny octové v kul-
tivatnim médiu kultur 11-2, III-5 a I1I-6 se zkratila doba
kultivace (ze 7—7.5 na 55—6 hodin), zvyiila se speci-
ficka rastova rychlost a zvysil se vyiéZnostni koeficient.
Kultury III-5 a III-6 poskytly vysoké hodnoty vytéZnost-
nich koeficientd, a to 0,74 v médiu s vypalky a 0,70—0,72
v mediu s pridavkem prvkii. U izolatu II-2 m&l naopak

priznivéjsi ucfinek piidavek vdpniku a Zeleza [Yx/5=0,67)
neZ vypalkd [Y.,;=0,65). Stejna zavislost byla stanovena
u izoldatu I-1, ale prislusné koelicienty byly vy3si (0,69,
resp. 0,67] ve srovnani s izolatem II-2,

Souéasti hodnoceni izolovanych kultur bylo také sta-
noveni obsahu dusiku v kvasniné biomase. MnoZstvi du-
siku se liSilo jednak mezi jednotlivymi izolaty a jednak
se menilo podle sloZeni Zivného média. Relativng nej-
nizsi obsah celkového dusiku byl Zjistén u v3ech izola-
ti vyrosilych v Zivném médiu s pfidavkem melasovych
Ithovarskych vypalkil, a to 8,56—9,43 % hm.N v su3ind
biomasy. Ze vzdjemného porovnani mnoZstvi dusiku
v jednotlivich izolovanych kulturdch vyplyva, Ze izola-
ty 1II-5 a I1I-6 obsahuji tém&f stejny obsah, a to 9,25 aZ
931 % hm. N v suing s jednou v§jimkou — 10 % hm. N
v suliné u izolatu III-6, vyrostlém v médiu s vapnikem
a Zelezem. Izolovand kultura II-2 méla ve viech kulti-
vatnich testech obsah dusiku vy3si aZ o 1% hm. ve
srovnani s ostatnimi izolaty. Izolovand kultura I-1 ne-
byla podrobena analyze.

Beéhem kultiva€énich testfi ve fermentoru byly pozoro-
vany jes!é dalsi rozdily v chovani a vlastnostech vybra-
nych izolovanych kultur. P#i kultivaci izoldtu I-1 se ve
viech pokusech tvofilo znatné mnoZstvi pény, coZ vy-
Zadovalo dal3i a Cast8ji odp&iiovdni, ne# u ostatnich
kultur. K dalSim odliSnym znakiim izolatu I-1 pat¥i tvor-
ba pigmentu, nebot viechna odseparovand média byla
zbarvena riiZove, nejintenzivngji pfi kultivaci s vypalky.
U ostatnich izolovanych kultur byla odseparovana média
bezbarva.

Posledni markantni rozdil izolatu I-1 od ostatnich izo-
lovanych kultur byl nalezen v morfolo ii bunék. Buiiky
izolatu I-1 byly ovédlné, drobnéjsi, o rozmérech 2.7—4X
X54—8 um a rostly prevaZnd v dtvarech rozvéivenych
Fetizkl. Ostatni tFi izolované kultury mély navzajem po-
dobné bunky, ovalng protdhlého tvaru o rozmérech
4X6,7—8 um. Izolovana kultura II-2, ktera byla vypésto-
vdna z kultury typu II, vyznadujici se protahlym tva-
rem bunék pFi r@stu na sladinovém agarovém médiu.
vytvafela pfi prvni kultivaci ve fermentoru mirng pro-
tahlé buiniky. Po dal3ich pasaZich se buiiky zkratily, tak-
Ze se neliSily od tvaru bundk izolata III-5 a III-6.
Vsechny lyto tFi kultury netvofily Fetizky, bunky byly
vEtSinou spojeny po dvou, max. po Gtyfech a ojedingle
vytvafely dtvary €tyf bunék, pFipominajici ,&tyFlistky®.

Ziskané izolované Kkultury, otestované kultivaci ve
fermentoru, byly podrobeny identifikaci v Chem:ckém
Gstavu SAV u Doc. Kockové-Kratochvilové, DrSc. Vysled-
ky identifikaCnich testdl, které jsou podrobné popséany
v jiném sd@leni [8] ukazaly, Ze izolované kultury 1-1,
11-2 patfi k druhu Candida utilis, které se mezi sebou
lisi v rdmci pFirozené variability. Izolaty II1-5 a I11-6
neodpovidaly Zadnému standardnimu popisu a bylo kon-
statovano, Ze se jednd o novy druh kvasinek rodu Candi-
da. Izolaty byly nazvany Candida ethanolica a jsou ucho-
vany ve sbirce CCY (CCY 29-83-1 a CCY 29-83-2]. Vlast-
nosti izolatd se dale provéfuji s vyjimkou izolatu I-1,
jehoZ nepfiznivé technologické vlastnosti, napf, silné
pénéni, nedavaji pfedpoklady pro primyslové vyuZitt

Pivodné& byly za kontaminaci produkéni kultury po-
vaZovany kvasinky, vytvafejici rozvétvene Fetizky, které
jsou charakteristické pro vyizolovanou kulturu I-1. Jeiji
nahromadéni v produkéni kultufe bylo v pFimé souvis-
losii se zavedenim vypalkli do #ivného média. Visledky
identifikace izolatd I11I-5 a III-6 ukazuji, e i zde se
jedna o kontaminujici kvasinky. Posledni z izolati —
izolovana kultura II-2 — je pravd&podobné odvozena aod
plivodniho vychoziho sbirkového kmene Candida utilis,
z nehoZ byla vypéstovana produkéni kultura.

Z vysiedki prace dale vyplyvd, Ze pro udrzovani pro-
dukéni kultury ve formé& kvasni¢né pasty neni vhodné
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pfiddvat do média melasové vypalky ani jiné podobné
komplexni stimulatory organické povahy, ale Ze je nutné
pouZivat ¢'s.& syntetické médium. Doporucuje se me-
dum s pridavkem vapniku a Zeleza, k'eré ma podobny
i¢'nek na rist kvas'nek na etanolu jako melasové vy-
palky. Dale je tfeba provadét v uréitych Casovych inter-
valech mikrobiologické ovéfeni kmenové homogenity
takto udrZované produkéni kultury kvasinek.
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Pfi vyzkumu vyuZivdni etanolu kvasinkami Candida
utilis se pouZiva produkéni kultura kvasinek, udrZova-
na ve formé kvasnitné pasty, kterd se obnovuje nasled-
nymi kultivacem’, pfi kterych kvasinky z predchizejici
kultivace slouZi jako inokulum pro nésledujici kultiva-
ci. PF¥i zavedeni melasovych lihovarskych vypalka, sti-
mulujicich utilizaci etanolu, do zdkladniho syntetického
Zivného médila byly pozorovdny morfologické zmény
kvasniéné populace. Z produkéni kultury byly vyizolo-
vany ctyfi kmeny kvasinek s rozdilnymi charakteristi-
kami. Dva z nich, izolaty III-5 a III-6, byly urteny jako
novy druh kvasinek a byly nazvany Candida ethanolica;
dal%i dva izolaty, I-1 a II-2, patfily ke %vasinkdm Candi-
da utilis. Izolaty III-5 a III-6 mély lepsi riistové vlastnos-
ti vzhledem k etanolu neZ izolaty I-1 a II-2. Z vysledkil
ddle vyplynulo, Ze pro vedeni produkéni kultury ve for-
mé kvasnitné pasty v nesterilnich podminkdch je nutné
pouZivat Cist® syntetické Zivné médium a v urcitych &a-
sovych intervalech mikrobiologicky ovérovat kmenovou
homogenitu produkéni kultury.

HoBble ppoxiessie mTaMmbl AJs NPOH3BONCTBA KOPMOBbIX
APOXKeil U3 3TaHOIA.
Puidapxosa, S, Keac. npyu. 27, 1981, Me 4, ctp. 81—89.
ITpu H3yuenun HCNOJL3OBAHHA 3TAR0NA Apomkamu Can-
dida utilis mpuMeHsieTcs KyJabTypa ADPOKIKeH. coxpaHsemasn
B nacroobpasnoii Qopme, KOTOpas BOCCTAHABIHBaeTCHA IO-
CTeNVIOUMM KYJIbTHBHPOBAHUEM, TPH KOTOPOM JPORKH Mpe-
ABUAVIIEH KyATHBAMHH CAVAAT KaK HHOKWIVM I8 KYJbTH-
BaUMH cheaywued. Ilpn peefennn marounofi  Gapisl,
CTHMYJAHDPYIOIEH VTHAH3AUNWIO 3TaHoJa, B OCHOBHYW CHHTe-
THYECKYIO THTATENbHYIO Cpelny, HaGMo1anics MOpMhoaoTH-
YeCKHe 3MEHeHs NpoK:xenofl nonyasund. M3 xyasTtype 6uian
H30JHPOBAHEI YETHIDE INTAMMa [pOM:Kell ¢ pasHLIMH Xa-
paktepHcTHKaMHi. [{Ba u3z mux, usoasru 111-5 u I11-6, 6buin

YCTAHOBJASHR KakK IIUB}JIFT IITAMM ﬂp{)}l{}k_ei H Ha3BaHbl
Candida ethanolica, caenywouine npa uzoasrta, I-1 u 11-2.
oTHeceHH K apoxmkam C. utilis. HMzoaarm 1115 u III-6
OTAHYATHCE JYYIIHMHE CBOfCTBAMH IIPH POCTE B OTHOLIEHHH
sradona, yeM uzoastet -1 w 11-2. M3 peayasratos jadnee
BBHITEKAET, YTO /A8 COXpaHEeHHH NPOU3BONAILEH KYJABTVPH
B GopMe apomiKeBoH macThl HeoGXOAHMO NPHMEHATH UYHC-
TV CHHTETHYECKYIO NHTATEJNBHYIO CPeLy H B OIpeje/ieHHbIe
HHTEPBAJEl TPOBOAHTL MHKPOOHOJTOTHYECKH KOHTPOJL T[O-
MOr@HHOCTH IIAMMOB NPOHIBOAALERH KYJILTYDHL

Rybafova, J.: New Yeast Sirains for Product'on of Feed
Yeasts from Ethanol. Kvas. prim., 27, 1981, No. 4, pp.
81—89.

Production yeast culture is used for studying of
ethanol utilization by the vyeast Candida utilis. The
culture is Kept in state of the yeast pasie that is re-
newed by successive culturings. Changes in yeast mor-
phology were observed after addition of molasses stil-
lage distillery slops, wh'ch stimulaie the utilizaton of
ethanol, into the basic synthetic culture medium. From
the production culture four veast strains with different
characleristics were isolated. Two of them (III-5 and
11I-6) were determined as new yeast species and called
Candida ethanolica; the others (I-1 and II-2) belonged
to the yeast Candida utilis. Strains III-5 and III-6 grew
better on ethanol in comparison with strains I-1 and
II-2. Moreover, it was shown that for culturing of pro-
duction yeast paste under non-sterile conditions it is
necessary to use only synthetic culture medium and to
check strain homogenity of the production culture
periodically.

Rybédfova, |.: Neue Hefes'dmme fiir die Produktion von
Futterhefe aus Athanol. Kvas. prim. 27, 1981, No. 4, S.
81—89.

Bei dem Studium der Ausniitzung des Athanols durch
Hefen Candida utilis wird eine Produktionshefekultur
angewendet, d'e in der Form von einer Hefepaste er-
halten wird. Diese Hefepaste wird erneuert durch nach-
folgende Kultivationen, bei denen d’e Hefen aus der
vorherigen Kultivation als Inoculum fiir die nachfoleen-
de Kultivation d’enen. Bei der Einfiihrung der Brenne-
rei-Melasseschlempe, welche die Utilisation des Atha-
nols stimuliert, in das synthetische Grundnidhrmedium
wurden morphologische Anderungen der Hefepopulation
beobachtet. Aus der Produktionskultur wurden vier He-
festdmme mit unterschiedlicher Charakteristik isoliert.
Zwei von ihnen, und zwar die Isolate III-3 und III-6,
wiurden als eine neue Hefeart mit der Bezeichnun~
I-1 und 1II-2, gehérten zu den Hefen Candida utilis.
Die Isolate III-5 und III-6 wiesen bessere Wachs-
tumseigenschaften mit Hinsicht zu Athanol als die Iso-
late I-1 und II-2 auf. Die Ergebnisse zeigten weiter, dah
fiir die Fiihrung der Produktionskultur in Form von
Hefepaste in nichtsterilen Bedingungen ein reines
synthetisches Nidhrmedium angewandt werden muf. In
bestimmten Zeitintervallen muf weiter die Stammhomo-
genitat der Produktionskultur mikrobiologisch iiberpriift
werden.




