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SloZeni proteinu krmnych kvasnic
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kultivovanych pri zvySenych teplotach

Dr. LUBOMIR ADAMEK, Ing. FRANTISEK STROS, CSc., Ing. MILOSLAV RUT, Ing. JOHANNA RYBAROVA, CSc., V-
zkumny dstav krmivatského primyslu a sluZeb, Pecky, pracovisté Praha

Kultivace kvasinek na médiu se syntetickym etanolem
je proces znaén# exothermni. P¥i produkci 1 kg kvasnié-
né hmoty se uvoliiuje 20—30 M] metabolického tepla
[1], které je nutno neustdle odvadét systémem chladici-
ho zafizeni, P¥i nedostatku chladici vody, zejména v let-
nich mésicich, se prekrafuje optimélni interval kultivad-
ni teploty a tim se sniZuje intenzita riistu kvasinek,
vytéZnostni koeficient i kvalita konetného produktu [2,
3, 4,5, 6].

MnoZstvi chladicf vody i ndroky na pfestup tepla vy§-
ménikid stoupaji s klesajici kultivacéni teplotou. Napfiklad
pii zvySeni kultivaini teploty ze 33 na 34°C je moZno
udetfit 11—15 % chladici vody [1]. UvaZime-li, Ze provoz-
ni naklady na proces chlazeni zdvodu na vyrobu krm-
nych kvasnic ze syntetického etanolu s roéni kapacitou
40 000 tun pFedstavuji vice neZ 10,5 milionii KCs, je zfej-
me, Ze jakékoliv zvySeni kultivacni teploty pfi zachovani
dynamiky riistu, produkce a kvality vyrobku pfedstavuje
v§znamné dspory.

U nové izolovanych producentii krmnych kvasnic To-
rulopsis ethanolitolerans 235 a Candida utilis 231 bylo
pomoci ,feed batch” kultivaci zji$téno, Ze je moZno kul-
tiva&ni teplotu bez pronikavych zmé&n riistové rychlosti,
vytéZnosti a kvality vyrobené biomasy zvysit ze 30°C aZ
na 35°C a v pfipadé kmene 235 aZ na 37°C [6]. K ové-
feni téchto ziskangch poznatkfi byl proto proveden po-
drobné&jsi rozbor slo¥eni aminokyselin vyprodukované
biomasy.

MATERIAL A METODY

Mikroorganismus

Srovndvaci pokus vlivu zvySenych kultivacnich teplot
byl proveden u dvou kmenii kvasinek, producenti krm-
nych kvasnic, Torulopsis ethanolitolerans RIFIS 235 a
Candida utilis RIFIS 231 [1]. Kmeny byly udrZovany a
pomnoZovany na minerdlni ptdé se syntetickym etano-
lem b&¥n¢m postupem [6].

Priprava kvasnitné biomasy pro analfzun

Nakultivovana biomasa byla z fermentaéni pldy izo-
lovdna ve formé& kvasnitné pasty v komorové odstfediv-
ce Westfalia. Pro analytické zpracovdni biomasy byly
pfipraveny vzorky sufenych kvasnic takto: izolovana
kvasniénd biomasa byla resuspendovdna maljm mnoZ-
stvim vodovodni vody a po dobu 30 min termolyzovéana
pfi 70°C. Kvasniénd suspenze byla potom usuSena v la-
boratorni rozprasovaci susSarné.

Hodnoceni sufen§ch vzorki

Aminokyseliny byly stanoveny na automatickém ana-
lyzdtoru aminokyselin po Kyselé hydrolyze v zatavené
ampuli pod dusikem, 4 h p¥i 105 °C.

Vzorky na stanoveni threoninu a serinu byly analy-
zovany po 10hodinové kyselé hydrolyze suSenych vzorki
pFi 125 °C pod zpétn§m chladiéem.

MnoZstvi &istych bilkovin bylo vypo&teno z obsahu
aminokyselin v biomase [8].

Vztah mezi kultivagn{ teplotou a obsahem aminoky-
selin byl zkoumén metodou regresni analyzy [9] a Zzé&-
vislosti procentnfho obsahu aminokyselin (AK] na kul-

tiva&ni teploté (1)
AK =0t + a.

Opravnénost této regrese byla testovdna koeficientem
korelace 7.

byly nahrazeny regresni pfimkou

Vysledky

Kultivatni ,feed batch“ pokusy s produk&nimi kmeny
Torulopsis ethanolitolerans 235 a Candida utilis 231 na
minerdlni piidé se syntetick§m etanolem ukézaly, Ze kul-
tivaéni teplotu lze zvysit bez vyznamn&jSich zmé&n ris-
tov§ch parametrii aZ na 35°C a u kmene 235 dokonce
aZ na 37 °C.

Vysledkem téchto pokust bylo i zjisténi, Ze v podmin-
kéch kultivatni teploty 30 °C kultura kvasnic kmene 231
byla nejbohat3i na dusikaté latky, ovSem se zvySenim
kultivafni teploty se jejich obsah zna&né& sniZoval, a to
mnohem markantn#ji, neZ u druhého hodnoceného kme-

ne 235, . o

Tabulka 1. Viiv kultivaénl teploty na obsah aminokyselin
v biomase dvou produkénich kment kvasinek

- - Obsah aminokyselin pfi riiznych teplotich
Aminokyseliny % v snfing
a0 oc [359¢ [370c [390c [300¢ |35 oc [a7 o |39 0c
- s Torulopsis
Candida utilis ethanolitolerans
Lyzin F 4,12 (3,74 (428 | 355 | 3,87 [ 431 | 419 | 3,98
Histidin 1,66 | 1,0 1,13 | 090 | 091 | 6,84 |1,13 | 083
Arginin 3,38 | 278 | 298 | 2,64 | 2,868 | 2,79 | 3,07 | 272
Asparagova |
kyselina 567 | 543 |51 ? 5,18 | 5.66 | 5,34 | 5,05 | 5,02
Threonin 2,82 | 287 | 257 | 2,37 {259 | 273 | 2,51 | 2,64
Serin 258 |252 1237 |233 (238 | 259 | 245 | 2,54
Glutamové |
kyselina 765 (740 |7,48 | 7,22 | 7,40 | 741 |7.24 | 7.0
Prolin 1,85 | 145 | 1,22 |1.25 | 1,22 | 1.30 | 1,20 1,24
Glycin 2,57 | 2,44 |2.33 | 201 | 2,25 | 2,53 | 2,25 2,22
Alanin 462 4,30 | 3,87 (3,63 (409 (409 | 3,93 | 401
Valin 3,10 | 2,77 229 (2,11 | 2,59 | 2,28 2,09 | 2,02
Izoleucin 1,90 |1.80 |1.88 |1.87 | 2,30 | 2,68 | 2,47 | 2,39
Leucin 383 | 359 | 340 (3,23 | 359 3893 | 369 | 3.26
Tyrozin 2,05 (198 (1,892 |178 |214 | 219 2.02 2,08
Fenylalanin 2,81 | 2,73 | 2,86 | 2,63 | 2,83 | 255 | 282 | 271
1 | |

Potvrzenim tohoto ndlezu je i zjiStény obsah amino-
kyselin (tabulka 1) a z n€ého vypocitand mnoZstvi €istych
bilkovin {tabulka 2).

Bylo stanoveno, Ze kmen kvasinek Candida utilis 231
pfi 30°C tvofil 45,57 U Eistych bilkovin, oproti 41,77 %,
zjisténym ve stejnych kultivaénich podminkdch u dru-
hého produk&niho kmene Torulopsis ethanolitolerans 235.
Pfi vysSich teplotdch 35—39°C se tato vyhoda kmene
ztrdcela a mnoZstvi €istych bilkovin v biomase kvasnié&-
ného kmene 231 bylo stejné, nebo dokonce o néco niZsi
ne¥ u porovndvaného kmene 235.

U vSech analyzovanych vzorkd obou kmend Kkvasnic
v proteinu maji nejvétsi zastoupeni kyselina glutamova,
alanin a lyzin, nejmens3i histidin, prolin a izoleucin.

SloZeni aminokyselin biomasy se m#nilo se zménou
kultivaéni teploty a bylo zavislé rovn&Z na produkénim
kmenu. U sulenych vzorkd hodnocenych kmenti, pfipra-
venych za stejnych kultivadnich podminek je patrne, Ze
pfi 30°C u kvasnifného kmene 231 je mnoZstvi stano-
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vovanych aminokyselin vy33i neZ u kmene 235. V§razny
rozdil byl zaznamenédn hlavné u histidinu, valinu a argi-
ninu. Obsah izoleucinu v proteinu kmene 231 byl v3ak
nizsi. Pii vys8ich kultivatnich teplotich 35—39°C byl
obsah jednotlivgch aminokyselin v biomase obou kmeni
kvasnic vcelku vyrovnany, pouze s vyjimkou izoleucinu.

Tabulka 2. Viiv kultivaéni teploty na obsah &istjch bil-
kovin u dvou zkoulenjch produkénich kmeni

0% Eistych bilkovin v susing
Kultiva#ni Torulopsis i Pl
teplota °C ethanolitolerans Cantidg utitis
231
235
30 41,77 45 57
35 43,05 42,75
37 41,60 41,61
39 40,47 39,43

Tabulka 3. Smérnice regresnich primek (b] a koeficien-
ty korelace (r] zdvislosti obsahu jednotlivich aminoky-
selin na kultivaéni teploté v intervalu 30—39°C

] =1 ; Torulopsis

Aminokyseliny ll Candizdaalutll-_s | etanolitolerans

| 235

i b T b | P
Lyzin —0,0394 | —0,453 0,0180 | 0,335
Histidin | —0,0807 | —0,921 0,0017 | 0,052
Arginin | —0,0743 | —0,892 | —0,0031 | —0,079
Asparagova [ g
kyselina —0,0617 | —0,960 | —0,0757 | —0,978
Threonin —0,0466 | —0,955 0,0002 0,011
Serin | —0,0288 | —0,934 0,0173 0,659
Glutamova [ ‘ |
kyselina | —0,0421 | —0917 | —0,0398 | —0,803
Prolin | —0,0727 | —0,967 0,0004 0,039
Glycin —0,0634 | —0937 | —0,0041 | —0,103
Alanin —0,1340 | —0,989 | —0,013 | —0,654
Valin —0,1130 | —0,865 | —0,0656 | —0,994
Izoleucin 00010 | 0,061 ‘ 00121 | 0287
Leucin —0,0658 | —0,985 | —0,0256 | —0,357
Tyrozin —0,0270 | —0,920 | —0,0100 | —0,524
Fenylalanin | —0,0205 | —0988 | 0,0146 0,488

| | |

Z regresni analyzy zdvislosti obsahu aminokyselin na
kultivadni teplotd vyplyva (fabulka 3), Ze zavislost pro
kvasniény kmen Candida utilis 231 a vétSinu aminoky-
selin je linedrni, negativni, s vysokym stupn&m sprav-
nosti odhadu regresni pfimky [s v§jimkou lyzinu a izo-
leucinu].

Naproti tomu zavislosti v pfipadé kvasnitného kmene
Torulopsis ethanolitolerans 235 nelze pfisoudit linearni
charakter a z tabulky 1 vyplyvd, Ze se jednd o kfivku
s maximem 35—37°C. U kmene 231 ubgvd v intervalu
30—39 °C ptibliZné 0,06 % obsahu aminokyselin na 1°C,
u kmene 235 pouze 0,01 % ve stejném intervalu teplot.

Vysledky analyzy zdvislosti obsahu aminokyselin na
kultivacni teplot& potvrzuji drivéjsi zhodnoceni termo-
tolerance obou kmend. Optimédlni teplota pro tvorbu du-
sikatych latek pro Candida utilis 235 je 30°C, pro Toru-
lopsis ethanolitolerans 35 °C. e
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U producentt krmnych kvasnic Torulopsis ethanolito-
lerans 235 a Candida utilis 231, rostoucich na minerdlni
piidé se syntetickym ethanolem, byl zji§fovan vliv kulti-
vacni teploty 30—39°C na obsah jednotlivfch aminoky-
selin v proteinu biomasy.

Bylo zjisténo, Ze obsah aminokyselin v biomase kvas-
nic nebyl konstantni a ménil se s kultivaénimi podmin-
kami a podle pouZitého produkéniho kmene.

Nejvice aminokyselin bylo syntetizovdano kmenem Can-
dida wutilis 231 pii kultivaéni teploté 30 °C. Pfi zvySengch
teplotdch obsah aminokyselin v biomase umérné klesal.

U kmene Torulopsis ethanolitolerans 235 nejvyssi bio-
syntéza aminokyselin probihala p¥i 35°C. Pfi niZsi a vys$-
51 teploté neZ 35 °C syntéza aminokyselin opét klesala.

Nalezene hodnoty pro optimdlni biosyntézu aminoky-
selin  odpovidaly optimdlnim hodnotdm kultivaénich
teplot stanovenym pro riistové parametry zkouSengch
produkénich kultur.

Apamex, Jl., Hlrpoe, @, Pyr, M,
CocTag mnpoTeHHa KOPMOBLIX JIPOMKe,

Puibapxosa H.:
KYJbTHBHPOBaH-

HbIX 0OPH mnOBbIIEHHBIX TemnepatypaX. Kgsac. npva. 28,
1982, Ho. 8, crp. 174—176.
Has  npoayvuentos KOpMOBHX Hposkell  Torulopsis

ethanolitolerans 235 w Candida utilis 231, BEHpPalmHBaEMbIX
Ha MHHEDaJbHOH Cpefe ¢ CHHTETHUECKHM 3TaHOJOM, Onpe-
AeJA70Ch BJAHAHNE TeMTepaTypsl KyJAbTHBHpOBaHHA 30—
—39°C Ha copepaHHe OTIe]bHBEIX AMHHOKHC/IOT B MpO-
TenHe GHOMACCHL

Buito  yeranopmero, wurto cojepmKaHHe  aMHHOKHCIOT
8 OHOMacce npomsKeli He HABAMIOCH HNOCTOSHHBIM H  H3-
MEHSJIOCh B CBSI3H € YCJOBHAMH KYJBTHBHDOBAHMA H

B CBA3H € HOPHMEHEHHBIM INPOAVEIHOHHBIM IITaMMOM.

Bojplile AMHHOKHCJAOT ObLIO CHHTE3HPOBAHO MITAMMOM
Candida utilis 231 npu Temneparype KYJIbTHBHDOBaHHSA
30°C. Ilpn nOBHIIEHHOH TeMmmepaType COJepKaHHE aMu-
HOKHCJOT B OHOMACCE NPONOPLHOHAILHO [IOHHKAJIOCH,

B cayuae mramma Torulopsis ethanolitolerans Bsbic-
iy GuocHHTes aMmmuHOKHCAOT npotexan mpu 35 °C. Tlpu
Gonee HHM3KOH M 0OOJee BHICOKOH Temmepatypax gem 35°C
CHHTE3Z AMHHOKHCJOT BHOBL NOHHMKAJICH,

Hafizennble BEeJHYHHH g ONTHMAJBHOrO OHOCHHTE3a
AMHHOKHCJIOT COOTBETCTBOBAMH ONTHMAJBHBIM BEJHIHHAM
TeMIepaTypsl KYJbTHBHPOBAHHA, YCTAHOBJCHHBIM I Ta-
paMeTpOB pOCTA HCUHTAEMbIX NPOILYVKIHOHHBIX KYJIbTYP.

Adamek, L. - Stros, F. - Rat, M. - RybaFova, ]J.: Die Pro-
teinzusammensetzung der bei erhihten Temperaturen
kultivierten Futterhefen. Kvas. prim. 28, 1982, Nr. 8, S.
174—176.

Bei den auf Mineralboden mit synthetischem Athanol
wachsenden Futerhefeproduzenten Torulopsis ethano-
litolerans 235 und Candida utilis 231 wurde der Einfluf
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der Kultivationstemperatur im Bereich von 30 bis 39°C
auf den Gehalt der einzelnen Aminosduren in dem Pro-
tein der Biomasse ermittelt.

Es wurde festgestellt, daB der Aminosdurengehalt in
der Hefebiomasse nicht konstant war und sich nach
dem angewandten Produktionsstamm und mit den Kul-
tivationsbedingungen &nderte.

Die grofte Aminosdurenmengen wurde durch den
Stamm Candida utilis 231 bei der Kultivationstempera-
tur von 30°C synthetisiert, Bei hoheren Temperaturen
wurde eine proportionale Senkung des Aminosdurenge-
halts in der Biomasse festgestellt.

Bei dem Stamm Torulopsis ethanolitolerans 235 verlief
die hochste Biosynthese der Aminos#duren bei 35°C. Bei
Temperaturen iiber/unter 35°C wurde eine niedrigere
Aminosédurensynthese ermittelt.

Die festgestellten Werte fiir die optimale Biosynthese
der Aminosduren entsprachen den optimalen Werten der
Kultivations-Temparaturen, die fiir die Wachstumspara-
meter des erprobten Produktionskulturen ermittelt wur-
den. a

Adamek, L. - Stros, F. - Rat, M. - Rybafov4, ].: Protein
Content of Fodder Yeasts Grown at Increased Tempe-
rature. Kvas. pram. 28, 1982, No, 8, p. 174—176.

The effect of a culture temperature in a range of
30—39°C on a content of the individual amino acids in
biomass protein was tested with fodder yeasts Toru-
lopsis ethanolitolerans 235 and Candida utilis 231. Expe-
riments were performed in a mineral medium with
synthetic ethanol as a carbon and energy source. It
was found that the content of amino acids in biomass
was -not constant but was changed in dependence of
culture conditions and the production strain used. The
highest content of amino acids was found in the strain
Candida utilis 231 at the culture temperature of 30°C.
With increased temperatures the content of amino acids
in biomass decreased. With the strain Torulopsis etha-
nolitolerans 235 the highest rate of a synthesis of amino
acids was found at 35°C. At lower and higher tempera-
tures the content of amino acids was decreased again.
It was proved that the optimum temperatures for the
synthesis of amino acids were identical with those found
for the growth rate in both the strains tested.



