Biochemicka charakteristika kvasinek
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Doba kva3eni pfi vyrobé piva zavisi na mnoha fakto-
rech. Z nich ma velky vyznam kontrola metabolitii pfi
utilizaci sacharidi mladiny. Je zndmo, Ze kvasinky wvy-
uZivaji hlavni zkvasitelny cukr, tj. maltozu, po pfedcho-
zi adaptaci, pfitemZ nastdva indukovani syntéza malto-
zozymdzového komplexu — maltozopermedzy a «-gluko-
zidazy. Magasanik a jini autofi [1, 2] poukazali, Ze
syntéza a aktivita respiratnich a fermentaénich enzymii
je fizena Kkatabolickou represi a inhibici. U kvasinek
se prvni reguladni systém projevuje sniZenim obsahu a
potlatenim syntézy nékter§ch oxidadnich enzymil Kreb-
sova cyklu a maltézozymdézy v pritomnosti glukoézy [3,
4]. Pri katabolické inhibici glukéza nebo jeji metabolit
sniZuje aktivitu jiZ syntézovanych enzymii.

Projev téchto regulaénich mechanismi zavisi na kon-
centraci glukézy. PFi koncentraci niZ3i neZ 0,006 % do-
chazi k derepresi respirafnich enzymii a pfi niZ$i neZ
0,2 % k derepresi maltozozymaézy [2, 5]. Katabolicka re-
prese a inhibice jsou pfFi¢inou postupného vyuZivani sa-
charidii miladiny. Citlivost riiznych kmeni kvasinek ke
katabolické represi neni stejnd a je diileZitou charakte-
ristikou, kterd miaZe byt podkladem pro jejich bioche-
mickou diferenciaci a selekci [5, 6].

V teto praci jsou uvedeny vysledky sledovéani dvou
jevii katabolické represe: glukbézova represe respirac-
nich enzymt [Crabtree-efekt) a glukézova represe
maltdzozymazy. 1

Pracovni metody

Zkou3eli jsme dva kmeny pivovarskych kvasinek
Saceh. ecarlsbergensis ze sbirky Vyzkumného tstavu pi-
vovarského v Sofii — kmen 51 a kmen T. Kultury na-
rostlée na 2% glukoze s 0,5% kvasniéného extraktu
(Difco) byly preneseny do média s 0,15 % glukozy, jeZ
je prostfedim pro sledovani kinetiky ristu [5]. Kulti-
vace probihala za aerobnich podminek v termostatova-
né tfepatce pfi 30°C. Rast kvasinek se urcoval méfe-
nim absorbance média.

Sledovali jsme zmény celkové fermentani aktivity na
maltéze jako funkci riistu kvasniéné hmoty. Proto jsme
kvasinky kultivovali za aerobnich podminek na médiu
s 2% maltézy s 0,5% kvasniéného extraktu. Po dosa-
Zeni absorbance 0,2 (zdvojnasobeni kultury) se pfidalo
10 % glukézy. Vzorky se odebiraly v okamZiku ptidani
glukozy a 1 a 2h pozdéji [5]. Kvasinky se promyly
M/15 fosfatovym pufrem. MnoZstvi vytvofeného CO, a
spotfebovaného 0O, jsme zjistili Warburgovfm mano-
metrickym pfistrojem a vyjadFili jsme je v yl plynu na
mi média a na mg kvasniéné suSiny za hodinu.

Vysledky a diskuse

Crabtree efekt (obrdceny Pasteurfiv efekt) jako vysled-
ny projev regulace metabolismu vymezuje zkvaSovani
glukdézy v aerobnim médiu, dokud koncentrace cukru
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neklesne na 6.10—3M. Potom se pfemé&na energetického
substratu méni a Kkvasinky oxiduji vytvofeny etanol.
Bylo zjidténo, Ze mnoho kvasinek z rodu Saccharomyces
vykazuje v§razny Crabtree efekt [2].

Ristova kiivka zkouSenych kmenfi (obr. 1) ukazuje
tfi rlizné parametry pro charakteristiku pivovarskych
kvasinek: 1. Genera€ni doba (T) v prvni exponencialni
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Obr. 1. Ristovd kiivka kvasinky Sacch. carlsbergensis
kmene T (1] a kmene 51 (2] za aerobnich pod-
minek v médiu s 0,15 % glukozy.

Abscisa — doba kultivace v h
Ordindta — absorbance kvasinek v médiu
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fazi, b8hem které se glukéza vyuZivda kvasenim. Pro
kmen 51 je T=2h a pro kmen T je T=250h. 2. U kme-
ne 51 se pii vyuZiti glukdzy zastavuje rast kultury, pfi-
CemZ ristova kfivka vykazuje diauxii s prodlevou 5h.
Ristovd kfivka kmene T diauxii nevykazuje. 3. Generac-
ni doba 430h pro druhou fazi ristu kmene 51, kdy se
oxiduje vytvofeny etanol. Metabolismus obou sledova-
nych kment je tedy vyrazné rozdilny. Kmen 51 vykazu-
je ristovou kfivku (typickou pro kvasinky spodniho
kvaSeni) s vyraznym Crabiree efektem [6]. Adaptace
k oxidaci etanolu u kvasinek Sacch. carlsbergensis pro-
chazi latentni fazi, jejiz doba se mé&ni v zavislosti na
kmeni od 1,30 do 13,30 h [5]. Na konci této fdze zafina
dereprese a syntéza respirafnich enzymi. Kvasinky
svrchniho kvaSeni, Sacch. cerevisiae, nevykazuji diauxii
[5, 6, 7]. Je to vysvétlovano postupnou derepresi a tas-
tenou syntézou enzymi Krebsova cyklu. My jsme po-
zorovali, e kmen T nevykazuje diauxii a podle tohoto
biochemického znaku se projevuje jako kmen svrchniho
kva3eni.

Vyznamné jsou vysledky mé&Feni dychani kvasinek bé-
hem riistu v médiu s 0,15 % glukézy po néristu na pi-
dé s 2% glukoézy (tabulka 1). V dob& inokulace, média
i béhem prvni exponencidlni fdze jsou respirafni enzy-
my Kmene 51 zcela potlateny a projevuji se aZ po
diauxické prodlevé. U kmene T jsou hodnoty Q nizké,

aviak dochézi k rychlé adaptaci je3té pfed vy(‘ferpamm
glukdzy. V nasledujici fazi rlistu kmene T [zdvojnéaso-
beni kvasni€né hmoty) je respira®ni rychlost vysoka a
pPibliZuje se hodnotam, charakteristickym pro kvasinky

Tabulka 1. Dychdni sledovangjch kvasinek pri aerobnim
riistu na 0,15 % glukdze

Q .mg-1.h-t

0z
Madium Kmen kvasinek
51 i
inokulaéni kvasinky 0 0
1. exponencidlnf faze 0 21

II. exponencidlni faze — kmen

51 po diauxii 38 78

Tabulka 2. Vyvoj glukdzového efektu na médiu s 2%

maltézy
Charakteristika Ab QN"
Kmen i 54 COz
kultivace bance 4l CO,.mg-1.h-1
maltdza 0,135 348
51 + glukéza, 1 h 0,215 114
+ glukéza, 2h 0,460 g
maltoza 0,150 482
T + glukéza, 1 h 0,360 396
+ glukéza, 2h 0,600 162
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Obr. 2. Glukézovy efekt (represe a inhibice) u kmene T
(1) a kmene 51 (2} v médiu s 2% maltézy a
po pFiddni 10 % glukodzy.

Abscisa — absorbance kvasinek v médiu
Ordindta — ul CO; . h=1. mi-L.

svrchniho kvaseni [7, 8]. Jak uZ jsme se zminili, druhym
sledovanym jevem je glukdzovd represe maltozozymaé-
zového komplexu (obr. 2, tabulka 2). Kmen 51 je citli-
v8jsi: po pfidéni glukézy do média s 2 % maltozy se

N
fermenta&ni aktivita sniZuje a za 1h &ini hodnota QC(";
2

pouze 33 % hodnoty v okamZiku pfiddni represoru (tab.
2]). Po uplynuti dalSich 1,30h je inhibice zkva3ovani
maltozy témér tuplnd. Tyto zmény v aktivité fermentace
jsou procentnim vyjadfenim mnoZstvi reprimovanych
a inhibovanych emzymi. Vyskytuje se nejen potlaceni
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syntézy, ale i inhibice maltézozymazového komplexu [5].
Tyto vysledky je ovSem tfeba vztahovat k dané kon-
centraci represoru a milZeme otekavat, Ze pfi jiném po-
méru induktor—represor se zméni rychlost metabolic-
kych reakei.

Bylo zjisténo, Ze permedza maltdzy je citlivéjsi k acin-
kiim glukézy neZ ep-glukoziddza, a proto omezuje nebo
zastavuje zkvaSovani maltézy [9, 10]. Velikost této inhi-
bice je rfiznd a zavisi na vlastnostech kmenii. U kme-
ne T po pfidavku glukdézy v dob& zdvojeni kultury ne-
byly ovlivnény aktivita a syntéza enzymid maltézozyma-
zového komplexu. Represe se projevuje aZ po dvouho-
dinovém pisobeni glukozy, av3ak v podstatné mensi
mife nez u kmene 51. Prfitom se udrZuje relativné vy-

N
sokd hodnota QCS . Vysledky ukazuji, Ze kmen si delsi
o

dobu uchovavd adapta€ni schopnost zkvaSovat maltdzu
a desadaptace nesniZuje kvaSeni na kritickou tdroveil.

U kmene T jsme zjistili velmi slabou represi enzymi,
charakteristickou pro kvasinky svrchniho kvaSeni.
U spodnich kvasinek je citlivost ke glukdzovému efektu
doprovézena nejen represi, ale i inhibici maltozo-
permeazy.

Ziskané vysledky dovoluji teoretické i praktické zd-
véry. Byl zjistén podstatny rozdil v biochemické cha-
rakteristice dvou kmen Sacch. carlsbergensis. Kvasin-
ky Sacch. carlsbergensis a Sacch. cerevisiae se obvykle
biologicky rozlisuji podle vyuZivani trisacharidu rafind-
zy. U obou zkouSenych kvasinek jsme zjistili dplné
zkvaSovani rafinézy, charakteristické pro Sacch. carls-
bergensis. Fermentatni schepnost a technologické vlast-
nosti je urfuji jako kvasinky spodniho kvaSeni, a ve
vyrobnim procesu se také tak pouZivaji. Podle riistové
kiivky a odezvy mna glukdézovou represi viak musime
kmen T ozna¢it za kvasinku svrchniho kvaSeni [3, 9].
Vzhledem Kk témto vlasinostem je uvedeny kmen Sacch.
carlsbergensis wvyjimetny. Vysledky ukazuji moZnost
existence prechodnych forem mezi témito dvéma blizky-
mi biologickymi druhy.

Analyza regulace metabolismu umoZiiuje zjistil dile-
Zité vlastnosti kvasinek, ukazujici, do jaké miry mohou
byt ovl‘vnény technologickymi podminkami vyroby, jako
napf. sacharidickym sloZenim mladiny a cobsahem ami-
nodusiku. Zdjem o ,necitlivé® kmeny s malo vy-
raznou mirou represe je velky, protoZe se vyznacuji
stalou fermenta€ni schopnosti, nezdvislou na poméru
glukozy a malitozy. Takové kmeny jsou zvlasté vhodné
pro zkvaSovdni vysokostupiiové mladiny, obohacené glu-
kozou.

PieloZila Ing. M. Sestdkovd, CSc.
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Ginova-Stoljavova, T.: Biochemicka charakteristika kva-
sinek. Kvas. pram., 27, 1981, ¢. 9, s. 200—203.

U dvou kmenfi kvasinek Sacch. carlsbergensis byly
sledovdny nékteré teoreticky i prakticky vyznamné bio-

chemickeé charakteristiky, jako jsou aerobni rist a respi-
race v médiu s 2% a 0,15% glukézy a fermenta&ni
aktivita kmen@i na 2% maltéze po pfidani 10% glu-
kozy. Na rozdil od kmene 51, vykazujiciho pFi riistu na
médiu s glukozou diauxicky rist s prodlevou 5 h, nizkou
respiratni aktivitu a pfi rGstu na maltéze citlivost ke
glukozovéemu efektu, byly u kmene T zjiSlény vlastnosti
zcela vyjime€né pro kvasinku S. carlsbergensis: aerobni
riist kmene T na glukoze prob&hl bez diauxie a s rela-
tivné vysokou respiraéni aktivitou [méfeno 002 War-

burgovym manometrickym pristrojem). RovnéZ fermen-
tafni aktivita kmene T na maltéze byla relativné vyso-

N,

k& [méfenc Q (‘.(2) ) a po priddni gluk6zy nebyla vyznam-
2

né ovlivnéna. Autorka zdiraziiuje vyznam analyzy re-

gulace metabolismu pro praktické hodnoceni a vybér

kmenii spodnich pivovarskych kvasinek s nizkou citli-
vosti vici glukozovému efektu.

Funosa-Croasuora, T.: DBHOXumMHYeckas XapakTepHCTHKA
apoxwkeii. Kpac. npym., 27, 1981, Ne 9, erp. 200—203.

Hns aByx wrammos jpoxskeii Sacch. carlsbergensis
HCCTIEIOBAJUCE  HEKOTOPHIE TEOPETHYECKH U HPAKTHYECKH
3HAYHMBIE XaPAKTEPHCTHKH, KaK a3poGHLIT POCT W pecmHpa-
unst B cpefe ¢ 2% n 0,15 % rnokosw B epMeHTaTHBHAS
aKTHEHOCTL wITamMmoB Ha 2 Y-moit masabTose nocte npH-
Gasnenns 10 9% rmokoser. B oramame ot mramma 51, mo-
K43plBAIOUIET0 TIPH BHpalHBAHHH B Cpele € TJIOK030#
JHAYKCHYECKHH POCT ¢ BBIEPIKKON 5Y, HH3KYW pecnupa-
IMOHHYI0 AKTHBHOCTh H TPH POCTe HAa MaJbTO3¢ UYBCTHI-
TeJLHOCTE K IIIOKO3HOMY S(@exTy, B cayiae mramma T
GbLIH Onpefenentl CBOHCTBA BeCbMa HCKIOUHTESLHLIE /A
apomxzkeii Sacch. carlsbergensis: aspoGmbill poct wTamma
T na rmoxose npotexan Ge3 AHAYKCHE H C OTHOCHTEILHO
HH3KOH  pectnHpainionioii aKTHBHOCTLIO  (H3MepeHo Q(rs

manoMerpuueckuy npudopom Baptypra). Taxme depumen-
TATHBHAA AKTHBHOCTHL miTamma T wa manprose Obia OTHO-

N,
CHTEJILHO BLICOKA (H3MepeHo ch )it npuGaB/ieHHe TJIOKO-
¢}

apl He 0KA3aj0 Na Hee BHPAsHTeJIbHOro Bausnus. Antopom
HojYepKHBaeTc 3HAUeHHe AaHAAH3a PeryjHpOBaHHA Mera-
Goqau3Ma JJid [paxTHYeCKOfi ONEHKH H BHOOpa IITaMMOB
HUBHLIX APOMIKEd ¢ HHU3KOH UYBCTBHTEJILHOCTLIO K IJIIOKO3-
nomy sbderty.

Ginova-Sioljanova, T.: Biochemical characteristics of
yeast. Kvas. prim., 27, 1981, €. 9, s. 200—205.

Some theoretically and practically significant bio-
chemical properties ol two Saccharomyces carlsbergen-
sis strains were followed, e. g. aerohic growth and
respiration in 2% and/or 0,15% glucose medium and
fermentation activity in 2% maltose + 10% glucose
medium. In contrast to strain No.51, which shows on
the glucose medium diauxic growth with 5h rest, low
respiration activity and, if grows cn maltose, sensibilily
to glucose effect, strain T showed properties very ex-
ceptional for S. carlsbergensis: this strain has grown
aerobically on glucose without diauxic effect and with

relatively -high respiration activity to the Qo as
2

measured with Warburg’s mancometric apparatus. Fer-
mentation activily of strain T on maltose was relative-

Iy high, too [when measured Ou; ] and it was not
a

influenced significantly even after adding glucose. The
author -emphasizes importance of the metabolism con-
trol analysis fer the brewing bettom yeast evaluation
and their selection from the point of view of low sen-
sibility toward dextrose effect.
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Ginova-Stoljanova, T.: Biochemische Charakteristik der
Hefen. Kvas. priim. 27, 1981, No. 9, 5. 200—203.

Bei zwei Stdmmen der Hefen Saccharomyces carls-
bergensis wurden einige theoretisch und praktisch
wichtige Charakteristiken, verfolgt, und zwar das aero-
be Wachstum und Respiration im Medium mit 2% und
0,15% Glukose und die Fermentationsaktivitit der
Stamme auf 2 % Maltose nach Zugabe von 10 % Gluko-
se. Zum Unterschied von dem Stamm 51, der beim
Wachstum auf Glukose-Medium diauxisches Wachstum
mit einer 5-stiindigen Rast, eine niedrige Respirations-
aktivitdt und be'm Wachstum auf Maltose Empfindlich-
keit zu dem Glukoseeffekt aufwies, wurden bei dem

Stamm T Eigenschaften festgestellt, d’e bei den Hefen
S. carlsbergensis als aubBergewbhnlich erscheinen: das
aerobe Wachstum des StammesT auf Glukose verlief
ohne Diauxie und mit einer relativ hohen Respirations-
aktivitdt (Qoz mittels der Warburgschen manomeirischen
Apparatur gemessen). Auch die Fermentationsaktivi-
tdt des Stammes T auf Maltose war relativ hoch und
nach Zugabe von Glukose wurde die Fermentationsakti-
vitdt nicht wesentlich beeinfluft. Die Autorin unter-
streicht die Bedeutung der Analyse der Regulation des
Metabolismus fiir die praktische Bewertung und Auswahl
der Stamme untergdriger Brauereihefen mit einer ge-
ringen Empfindlichkeit gegeniiber dem Glukoseeffekt.



