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Ovod

Pekatfské kvasinky druhu Saccharomyces cerepisiae
patiéi do skupiny mikroorganismil, vyuZivangch primys-
lové jako surovina pro izolaci nékterych substanci
s uplatn&nim ve farmacii, lidské vyZivé nebo kosmetice.
Jednou z cennych latek, priimyslové izolovanych z kvas-
niéné biomasy, je steroidni sloutenina ergosterol, pouzi-
vand jako surovina pro vyrobu protikfivitného vitaminu
D, — kalciferolu.

Z hlediska ekonomiky izola&niho postupu je Zadouci,
aby zpracovavana kvasnitnd biomasa obsahovala a'espoi
1,5 % ergosterolu v sudin&. Obsah ergosterolu v buiikdch
je jednak primarn# uréen genotypem pouZitého produkc-
niho kmene kvasinky, jednak lze jeho obsah v bunce
regulovat dpravou kultivaénich podminek, pfipadn& po-
uZitim prekurzorii biosyntézy steroidnich latek [1]. Dal-
% moZnosti je zvy3eni hladiny syntézy steroidnich latek
zm&nou genomu kmene kvasinky. V literatufe je popsa-
na rada selekénich metod, s jejichZ pomoci lze zasadh-
nout do genotypu kmene kvasinky. Z nejznaméjsich je
to hybridizace fdzi protoplastdi, konstrukce polyploidi
nebo 3lechténi s pouZitim Gfinku mutagennich latek. Po
kaZdém takovémto zdsahu nésleduje empiricky vybér
nejvhodn&jsich jedinclt po otestovani velkého souboru
izolatl, pfitem# nelze vZdy kalkulovat s pozitivnim v§-
sledkem.

Vychazejice z predpokladu, Ze je obsah ergosterolu
v kvasnitné biomase dan genotypem pouZitého kmene
kvasinky, provedli jsme nejprve rozséhly screening vhod-
né kultury se zvy3enou hladinou syntézy ergosterolu.
ktera by zérovei spliiovala podminkv dobré pekafské
kvasinky, jako je vysoky vytéZek suliny biomasy z jed-
notky fermentaéniho objemu a dobra schopnost kypFit
tésto (tzv. mohutnost kynuti). K tomu nas vedla snaha,
aby moh'a byt biomasa, urend pro izolaci ergostero'u,
provozn#é kultivovdna soub&Zn& s normalnim pekatskym
drozdim bez obav ze ztrat, které by mohly vzniknout
pfi ndhodné zamén& nebo vzdjemné kontaminaci.

Celkem jsme vyhodnotili 80 kmenii kvasinek z tdstavni
sbirky provoznich kultur kultivaénim testem na rotal-
nim tfepacim stroji v melasovém Zivném médiu. Zjistili
jsme, %e se jednotlivé kmeny za danych kultivagnich
podminek od sebe lisily obsahem ergosterolu, ktery se
pohyboval v rozmezi 0,4 a% 2.2 % suSiny biomasy. Jako
perspektivni pro daldi praci byl vybrdn kmen S. cere-
visiae KBD (draXdanska rasa), ktery z testovanych
kmenfi syntetizoval nejvice ergosterolu pfi soutasné po-
mérn& nizké hladind obsahu balastniho A5,7,22,24(28)-er-
gostatetraen-3,golu [dehydroergosterolu), jehoZ pfitom-
nost zhorSuje krystalizaci ergosterolu a sniZuje tak vy-
téZky v izolaéni fazi vyroby.

Pf¥i pokusné kultivaci kmene KBD v podminkédch pro-
voznich fermentaci s turbinovym aeranim systémem se
dosdhlo v praméru zdvojnasobeni obsahu ergosterolu
v sudin& biomasy ve srovnani s b&Zn& pouZivanou pro-
vozni hybridni kulturou BMA VII. Kultura KBD v3ak za
stejnych kultivatnich podminek vykazova'a nizsi vytézky
biomasy (v priméru o 18%) vedle dal3f nepfiznivé
viastnosti — podstatné mensich rozmérlt buné&k, které
pak byly pfifinou vy38ich ztrat biomasv tletem bunék
pFi separaci za souasného vy3siho zatizeni Cistirny od-
padnich vod.

Selek&ni postup

S pouZitim metody piisobeni selek&niho tlaku jsme se
pokusi!i nalézt izolat, ktery by mé&l vysokou schopnost
syntetizovat ergosterol a zdroven byl také adaptovan na

riist v podminkach provoznich kultivaci, aby zarcvei ve
vysoce aerobnim piitokovém (fed-batch) systému produ-
koval vysoké vytdzky biomasy. Vychozi kultura Saccha-
romyces cerevisiae KBD byla vedena z laboratofe (1 o¢-
kovaci klika bun&k ze 3ikmého agaru je asi 3,5.107 bu-
nék) 3esti kultivaénimi stupni v podminkach provozni
vyroby pekafského droZdi aZ do kone¢nych 6 X 60 tun
fermenta&niho objemu expedi¢nich kadi, tj. asi 60 tun
lisovaného droZdi (6.10Y kvasni¢nych bunék). Béhem
tohoto procesu do3lo v priib&hu 10 az 12 dnd k deseti-
fddovému zmnoZeni plivodniho po&tu bunék v podmin-
kdch semisterilni kultivace za silné aerace, michdni a
t&¥ko definovatelného plisobeni Fady wnéjsich faktord,
kdy vedle autoselekce nejodoln&jdich klonid mohlo dojit
i ke vzniku a pomnoZeni bud spontdnnich, nebo témito
vnéj8imi vlivy indukovanych mutant. Z buné&k vyrostlych
v poslednim kultivadnim stupni (tzv. expediéni droZdi)
pak byla pfipravena vodni suspenze buné&k a ddle zfe-
déna sterilnim fyziologickym roztokem tak, aby 1 ml
této suspenze obsahoval asi 20 Zivych bunék. Z této zfe-
d&né suspenze bun&k byl proveden rozsev na Petriho
misky s agarovou pilidou. Sterilni zahnutou sklen&nou
tyéinkou bylo po povrch pldy v kaZdé misce rozetfeno
0,25 ml suspenze a naofkované misky byly inkubovany
v termostatu pfi teploté 30°C. Pak byly jednotlivé ko-
lonie rozotkovadny do zkumavek se Sikmymi agarovymi
piidami a tak izolovdny &isté jednobuné&né klony. Jed-
notlivé selektaty se potom hodnotily kultivaénim testem
na rota&nim tfepacim stroji v melasové Zivné pilidé a
testovala se rychlost jejich ristu a vytéZky biomasy
v pFepo&tu na 1 litr Zivného média. Procentni obsah ste-
rolii 5,7dienového kruhu v sudin& biomasy [(A5,7) byl vy-
hodnocovan spektrofotometrickou metodou pii A = 282
nm, % dehydroergosterolu (D) pifi A =230 nm a z je-
jich rozdflu vypo&teno % ergosterolu (E) v suSin& bio-
masy.

Vysledek selekce

Ze souboru 20 hodnocenych izolatd mél nejvhodné&jsi
vlastnosti klon oznadeny jako D, kter§ se vyznaluje
zvj$enym obsahem ergosterolu a vy33im naristem bio-
masy ve srovndni s vychozi kulturou pekaiské kvasinky
rasy KBD. PFi posuzovéni obou kultur pod mikroskopem
bylo pozorovano, Ze novy izoldt D; se lisil od vychozi
kultury ponékud vétSimi rozméry bun&k. Vysledky ku!-
tivaténiho testu, ve kterém se porovnala vychozi kultura
KBD a novy izolat D; z hlediska schopnosti hromadit
biomasu a hladiny syntézy jednotlivfch steroidnich la-
tek, dokumentuje tabulka 1.

V piepottu na 1000 m! Zivnhého melasového média syn-
tetizovala vychozi kultura Saccharomyces cerevisiae KBD
v podminkédch kultivace na rota¢nim tfepacim stroji za
42 hodin Kkultivace 200 mg ergosterolu, kdeZto novy izo-
14t D; za stejnych kultiva®nich podminek 291 mg ergo-

Tabulka 1. Ndrist suSiny biomasy a biosyntéza steroli
po 42 h kultivace na rotaénim tFepacim stroji

s 0 Obsah sterolil v susiné l !
Kmen "”5‘[”“ };“’:“"SY biomasy ;’1;]‘]‘))““;"’5%'”
il : | 00 m sdia
E.- ) %AS7 %D %E | ml média
KBD ‘ 9,5 3,71 1,61 2,10 200 = 100 %
D; | 11,5 3,94 1,41 253 291 — 146 %
A57 - obsah sterolii 5,7dienového kruhu v susiné biomasy

D - obsah dehydroergosterolu v susiné biomasy
E — obsah ergosterolu v suSiré biomasy
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sterolu, tedy o 46 % vice. Izolat D; jsme deponovali do
¢s. sbirky kvasinek pfi Chemickém dstavu SAV v Brati-
slavé, kde je veden s oznacenim CCY 21-4-80 a zdrovei
piihlasili jako novy primyslovy mikroorganismus v Ura-
du pro vyndlezy a objevy (PV 3033-85, €islo vynalezu
247797 ze dne 6. 11. 1986).

Nov¢ kmen byl pak provéfen v podminkdch provoz-
nich fermentaci v porovnani s vychozi kulturou KBD a
zjistilo se primérné zvySeni teoretického vytéZku ergo-
sterolu v primé&ru o 27 % ve srovnéni s vychozi kulturou
rasy KBD.

Literatura
[1] PASKGVA, J., SPACEK, B., LIST, ].: Kvas. prim. 32, 1986, S. 236.

[2) BEHALOVA, B.: VyuZiti Saccharomyces cerevisiae pro vyrobu
kvasniéného autolyzdtu a ergosterolu. [Kandiddtska disertacni
préace] 1983, MBUCSAV, Praha.

[3] HARRISON, ]. S.: Yeast Production, 1971, Progressi in Industrial
Microbiol., 10, s. 129.

[4] BURROWS, S.: Bakers Yeast, Economic Microbiology, Vol. 4, ed.
by A. H. Rose, 1979, Acad. Press, s. 31—64.

[5] Kmen mikroorganismu Saccharomyces cerevisiae CCY 21-4-80.
A. 0. €. 247797 (PV 3033-85 Z).

Lektoroval Ing. Josef Fabidn, CSc.

Paskova, |. - Spatek, B. - B&halova, B. - Machek, F.:
Se’ekce priimyslového kmene Saccharomyces cerevisiae
se zvySenou biosyntézou ergosterolu. Kvas. priim. 33,
1987, &. 7, s. 198—199,

Kmen pekaFské kvasinky Saccharomyces -cerevisiae
KBD byl vystaven selekénimu tlaku tim. Ze byl veden
Zesti kultivaénimi stupni v podminkach provozni vyroby
droZdi. Z kone¢ného produktu — lisovaného droZdi byla
provedena selekce a izolovan selektat D;, ktery se lisi
od vychozi{ kultury v&tSi primérnou velikosti bunék, vys-
3im néarlistem biomasy, zvy3enym obsahem ergosterolu
ve smési syntetizovanych steroiddi. V podminkédch pro-
voznich fermentaci se s pouZitim izoldtu D, zvy3il teo-
reticky vytéZek z jednotky fermentacntho objemu v prii-
méru o 27 % ve srovnédni s v§chozim kmenem Saccharo-
myces cerevisiae KBD.

NMackosa, HU. - Ulnavex B. - Berasosa B. - Maxek, ®.:
CeJleKIHA TPOMBILIJIEHHOT0 mTaMMma S. cerevisiae ¢ noBsi-
weHHbIM GHOCHHTe30M eproctepuna. Ksac. mpym. 33, 1987,
Ne7, crp. 198—199.

[Itamm xJeGomekapHbIX JApoxKeil S. cerevisiae KBD
MOABEPIJIH CEJCKTHBHOMY JaBJEHHIO TeM, uTo OH Obla BejeH
IIeCTH CTeNeHsiIMH KYJbTHBHPOBAHHSI B YCJOBHAX X014
nNpoH3BOJACTBa Apoiikedl. M3 KoHeyHOro mpoaykra — mnpec-

COBAHHBIX JAPOKKefl Oblla NpoBejeHa CeJeKIHA H H30JH-
poBaH ceJeKTaT D, KOTOPHIil OTAHYAJICA OT HCXOAHOM KYJb-
Typsl Goabluefi cpejHell BeAHYHHOM KJAeTOK, Gojiee BHICOKHM
TNIPHPOCTOM GHOMACCHI, NMOBLIILIEHHBIM coaepanneMm 3procre-
PHHAZ B CYXOM BeIIECTBE KJETOK H VIYYIIHM OTHOLUEHHEM
3procTepHHa B CMeCH CHHTE3HPOBAHHBIX CTEPOHIOB. B ycao-
BHAX NPOMBILIIEHHBIX NpPOUECCOB (pepMeHTallHH C npHMeHe-
HHeM H30JATa [; TOBLICHJCS TeOpeTHYeCKHA BBIXOA 3Pro-
cTepHHa M3 eAHHHIB (epmeHTHOro o6bema B cpeaHeM Ha
27 04 no cpaBHeHHIO ¢ HCXOAHBIM IITAMMOM S. cerevisiae
KBD.

Paskova, . - Spatek, B. - B#halova, B. - Machek, F.
Selection of Industrial Strain of S. cerevisiae with an
Increased Biosynthesis of Ergosterol. Kvas. prim. 33,
1987, No. 7, pp. 198—199.

The baker's yeast strain S. cerevisiae KBD was se-
lected during the six-stage cultivation under conditions
of an industrial yeast production. The selection was
performed from the final product (pressed yeast). The
isolated strain D; has the following differences in com-
parison to the parent strain: the cells are larger, higher
biomass yield, the content of ergosterol in the cell dry
weight is higher, the fraction of ergosterol in the steroid
mixture is higher. Using the strain D; a higher theore-
tical yield from the fermentation volume by 27 % in
comparison with the parent strain was achieved under
conditions of industrial fermentations.

Piskova, |. - Spatek, B. - B#halova, B. - Machek, F.:
Selektion eines industriellen Stammes S. cerevisiae mit
erhihter Ergosterol-Biosynthese. Kvas. prim. 33, 1987,
Nr. 7, S. 198—199.

Der Backhefestamm S. cerevisiae KBD wurde dem Se-
lektionsdruck ausgesetzt, indem er {iber sechs Kultiva-
tionsstufen in den Bedingungen der betrieblichen Back-
hefeerzeugung gefiithrt wurde. Aus dem Endprodukt —
geprefter Backhefe — wurde in der Selektion das Se-
lektat D; isoliert, das sich von der Ausgangskultur
durch mehrere Parameter unterscheidet: grossere Durch-
schnittsgrisse der Zellen, grisseres Wachstum der Bio-
masse, hoherer Ergosterolgehalt in der Zellentrocken-
substanz, giinstigeres Verhdltnis des Ergosterols in dem
Gemisch der synthetisierten Steroide. In den Bedingun-
gen der Betriebsfermentationen wurde bei Anwendung
des Isolats D; eine Erhéhung der theoretischen Ausbeute
aus der Einheit des Fermentationsvolumens im Durch-
schnitt um 27 % im Vergleich mit dem Ausgangsstamm
S. cerevisiae erzielt.



