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V predoSlom ¢lanku publikovanom v naSom d&asopise
[1] bol charakterizovany sufasny stav v S$lachteni vin-
nych kvasiniek pomocou klasickych i modernych gene-
tickych met6d. Sumarizovali sme v ifiom poznatky o ge-
netickej podstate, ako aj moZnostiach zdokonalovania
niektorych vlastnosti vinnych kvasiniek, predovSetkym
‘tolerancie k etanolu, flokulaénych schopnosti, produkcie
killer toxinov, zniZenej penotvorby, zlepSeného metabo-
lizmu sirnych a inych zli¢enin atd. KedZe od uverejne-
nia tohto prehladu sa objavili dalSie prace z uvedenej
problematiky tykajice sa genetickej a biochemickej pod-
staty i spdsobu wurcovania flokulaénych vlastnosti
[2—5], tvorby smrtiacich toxinov u Hanseniaspora uva-
rum, Pichia kluyveri [6], Hansenula anomala [7], ale tieZ
antagomistického tGi¢inku (antibioézy) kvasiniek rodu Kluy-
veromyces a kontaminujdcich druhov Kloeckera apicula-

a [8], povaZovali sme za osoZné na tomto mieste doplnit
spommany literarny prehlad.

DoleZitymi podmienkami pre cielent genetwku pripra-
vu kmefiov kvasiniek s vylepSenymi  technologickymi
vlastnostami je dostatok informacii o genetickej, bioche-
mickej a fyziologickej podstate kvasni¢nej bunky, zvlad-
nutie Sirokej palety technik génovych manipulacii, ale
predovSetkym o vyber vhodného genofondu pozostavaju-
ceho tak z existujucich, aplikatne vyznamnych, ale- aj
dalSich Slachtitelsky potrebnych kmefiov. Pre na$ pro-
gram :§lachtenia vinnych ‘kvasiniek boli velkou vyhodou
bohaté skiisenosti €eskoslovenskej kvasinkavej §koly, ako
aj existencia svetovovyznam’}e] zbierky vinnych kultudr,
ktora poskytuje jedineény vychodiskovy material. Vzhl’a-
dom na ciel ndSho programu, ktorym je vyvoj kmeiiov
so smrtiacimi vlastnostami, flokulujicimi schopnostami,
osmofilnostou a optimalizovanym metabolizmom sirnych
zliCenin, sme vytypovali sériu 63 kultdr vinnych kvasi-
niek, pre ktoré boli v dalSom zistované zdkladné znaky
rezhodujice tak z genetického ako aj aplikacného hla-
diska (marker =znaky). Zamerali sme sa na ploidiu,
smrtiace vlastnosti, citlivost na med a antibiotika, naro-
ky na rastové latky a“schopnost dychania. Ziskané cha-
rakteristiky sme v dalSich experimentoch vyuZili pri pri-
prave a selekcii kmeifiov s poZadovanymi vlastnostami.
Tato prdca prindSa vysledky prvej etapy programu.

MATERIAL A METODY

V experimentoch sme pouZili 63 kmefiov vinnych kva-
siniek rodu Saccharomyces' zo zbierky Komplexného vy-
skumného dstavu vinohradnickeho“a vindrskeho v Brati-
slave, v&itane priemyselne pouZivanych (zoznam v3et-
kych testovanych kultar uvadza tabulka 1). Ako $tandar-
dy pre testovanie smrtiacich vlastnosti boli vyuZité,
smrtiaci kmeii Saccharomyces cerevisiae T3DCII (zo
zbierky UFHZ SAV Ivdnka pri Dunaji) a citlivy kmei
S. cerevisiae -S6/1 (poskytnuty :dr. Vondrejsom, PFUK
Praha). Pre stanovenie. ploidie pesluZili ako Standardy
haploidny kmeti S. cerevisiae 1L8-8D (poskytnuté dr. Su-
bikom, VUP Bratislava) a diploidny kmeii S. cerevisice
DTXII (zo zbierky UFHZ SAV Ivdnka pri Dunaji).

Pri praci sme pouZivali kultivaéné pddy tohto zloZe-

mia:~kompletnd péda = glukdza 20 g, peptén 10 g, kvas- "

ni¢ny autolyzéat 10 g, agar 20 g v 1 1 pddy;

minimdlna péda — (NH,),S0, 5g, KH,PO,; 1g, MgS0,
05 g, NaCl-0,1g, CaCl, 0,1 g, stopove soli, vitaminy, glu-
koza 20 g v 11 pody,

glycerolova pdda —+pepjon.- 10 g-f kvasmcm] autoly"at :

10 g, agar 20 g, glycerol 30 g v 11 pody.

Testovanie smrtiacich vlastnosti sme robili na kom-
pletnej agarovej pdde s citrat-fosfatovym tlmivym rozto-
kom pH = 4,5, metylénovou modrou .(0,01 %) a vrstvou
Standardného citlivého alebo smrtiaceho kmeiia (10° bu-
niek na Petriho misku) aplikovaného rozterom na povrch
pddy [9]. Testované kmene boli nan&$ané vo forme
okruhlej koldonie sterilnym S$paradlom. Smrtiace vlast-
nosti sme urcovali na zdklade tvorby zoény potladeného
rastu citliveho kmetia po 48 h kultivacii pri 22 °C.

Nukleové kyseliny boli z ‘buniek nakultivovanych
v kompletnej pdde extrahované metddoun Frieda a Finka
[10] a oddelené elektroforézou v 1 % agarb6zovom géli
v tlmivom roztoku TRIS-acetat-EDTA, pH = 8. Jednotlivé
frakcie boli vizualizované farbenim s -etidiumbromidom
a fotografované po osvetleni germicidnou lampou cez
gerveny filter. Velkost jednotlivych dsRNA bola urfend
na zdklade porovnania s velkostnym Standardom (A DNA
Stiepend Hind III), a M, L dsRNA izolovanou z kmeiia
T3DCII.

Néaroky na rastové latky, schopnost dychama a c1t11—
vost na antibiotikd boli charakterizované na pevnych
agarovych poddach. Na minimélnej pdde beli identifiko-
vané auxotrofné mutanty, nedychajice mutanty-na gly-
cerolovej pdde. Citlivost na antibiotikd sme zistovali na
glycerolovej pdde s obsahom antibiotik - erytromycinu
(2mg.ml~1), mucidinu (0,5 ug.ml-1) alebo chloramfe-
nikolu (5 mg.ml~1) po 3 a¥ 4 diioch rastu pri 28 °C [11].

Rezistencia k medi bola posudzovand sledovanim rastu
na minimé&lnei Zivnej p€de s obsahom 100, 300, resp.
500 ymol .1-1 CuSO,. ‘

Ploidia buniek bola urdovand na zédklade obsahu DNA
v bunke. Po extrakcii DNA z kvasiniek kyselinou chlo-
ristou bol jej obsah stanoveny difenylaminovym ¢inidlom
a vysledok porovnany s obsahom DNA v Standardanych
kmerfioch S. cerevisiae 1L8-8D a DTXII [12].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ako uZ bolo spomenuté, cielom naSej prace bolo cha-
rakterizovat vybraté zbierkové kultiry vinnych kvasiniek,
ktoré st zaujimavé z technologického hladiska a v dal-
Som ich vyuZit pre pripravu kmetiov s vylepSenymi apli-
kaénymi vlastnostami, a to cestou génovych manipulécii.
Met6dami sexudlnej hybridizdcie a indukovanej fazie
protoplastov sa vytvara hybridny klon spojenim pdvodné-
ho s darcovskyim kmefiom poZadovanych vlastnosti. Pri
selekcii a izolacii hybridnych klonov sa v3ak vyskytuji
tazkosti s identifikaciou. Preto je potrebné poznat za-
kladné deditné charakteristiky kriZenych kvasiniek,
ktoré moZno pouZit ako selekéné znaky. Tvar a farba ko-
16nii, odolnost a citlivost k réznym antibiotikam, schop-
nost dychania, zavislost buniek od jedného alebo viace-
rych rastovych faktorov v prostrech patria rhedzi naj-
pouZivanej$ie markery. e T

-Pre naSe testované kmerie sme sledovah schopnost
dychania, smrtiace vlastnosti, citlivost na -antibiotika
erytromycin, mucidin a chloramfenikol, citlivost na med,
ploidiu a charakterizovali poZiadavky na rastové latky
v kultivaénom prostredi. Zo ziskanych vysledkov vyplyva,
7e v8etky posudzované kultiry rédstli na minimélnej pode
bez pridavku rastovych latok: a si teda prototroiné.
Schopnost dychania v3etkych sledovanych kvasiniek bola
zistend ich spOsobilostou rastu na glycerolovej pdde..Ne-
dychajice kvasinky nie si-schopné- rezmnoZovaaia ~&ya
neskvasitelnom substrate ako jedinom zdroji uhlika napr.
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na glycerole. Na pdde s erytromycinom rastlo 32 kme-
fiov, 48 bolo citlivgych na chloramfenikol a v3etkych 63
na mucidin. Zo Studovaného genofondu belo 34 kmetiov
rezistentnych k 500 ymol.1-! medi, 5 kmefiov netole-
rovalo ani najniZ$i obsah (100 wmol.l1-1) CuSO,
v pide. Z testovanych kmeiiov bol 1 haploidny, 54 diplo-

Tabulka 1. Zdkladng charakter 'stiky $tudovangch kmeriov

na kompletnom agarovom médiu s metylénovou modrou
a vytvaraia tak jasnd zénu s modrym okrajom (obr. 1).
Neutrdlne kmene netvoria ‘zény na vrstve citlivého
kmeiia a na vrstve smrtiaceho kmefia nemenia farbu —
nemodraji. Citlivé kmene nemenia farbu, ani. nevytvéra-
ja inhibi¢na zénu. PretoZe na zaklade zmeny farby ko-

Studovany Aplikaény Ploidia Rezistencia Rast na pé 1o Smrtiaca aktivita
kmen znak k medi MIN GLY CHMN ERY MUC
S.0. 10—25—1 r 2n Cup t + + + it - i s K—R—
S.0. 10—25—2 r 2n Cup * + + + + == -+ — K—R—
S.0. 10253 hy 2a Cup + + + + + A + — K—R—
S.0. 10—25—4 r 2n Cup * + + + -+ = o K—R—
S.0. 10—25—5 r 2n Cap * + + H e 5. 4 < K+R+
S.0. 10—25—6 hp 2n Cup + + + + + + + 20 : K R—
S.0. 10—25—7 hp 2n Cup + + + + + s Tl # s K—R—
S.0. 10—25—8 hp 20 Cup * + + + e . 7 - © KHRY
S.0. 10—25—9 r 2n Cup * + + + + + He — K—R—
S.0. 10—25—10 £ 2n Cup + + + T i e = K—R—
S.0. 10—25—11 r 2n Cup * + + Eo + =N — — K—R—
S.0. 10—25—12 r 2n Cup *+ + + + + — K—R—.
S.0. V 10—25—4 hp, r 2n Cup — L uH e = i : K—R+*
S.0. V 10—25—7 ps 3n Cup + + e v = — — K—R—
S.0. V 10—25—9 ps 2n Cup * + + 4 + — ) — K—R—
S.0. V 10—25—10 hp, r 2n Cup + + T + - < = K—R—
S.0. V 10—25—11 s 2n Cup + + = + = Lo = K—R—
S.0. V 10—25—13 h 2n Cup + + + + = - — - K—R—
S.0. V 10—25—16 r 2a Cup— + + — + — K*R+
S.0. V 10—25—17 r 3n Cup + + + + + - - — K—R—
S.0. V102518 hp, r 2n Can— + + - — - K—R—
S.0. V10—25—19 ch n Cup + + + + o - = K—R—
S.0. V 102520 h 2n Cup + + i + £ + = K*+R+
S.c. Hlinik 1 s 2n Cup * + + -+ + — = — K—R+
S.c. 13RVV/d hp 2n Cup * + + -+ + + + - K*R+
S.c. SMTV/XIII hp 2n Cup + + + + A T - K—R—
S.0. Fendant ps 3n Cup + + + 3 o s e = K R—
S.0. Myslenice f 3n Cup + + S e — + —_ K—R—
S.0. 74/F r, hp 2n Cup * + + + — = s K—R—
S.0. 76/D r, hp 2n Cup + + + e + = sz - K—R—
S.0. Bratislava hp, r 2n Cup + + + = + — — — K R—
S.e. V10—13—1 & 2n Cup + + + + M - + - K—R—
S.c. V10—13—2 é 2n Cup + + + + + = = = K—R—
S.c. V10—13—3 & n, « Cup + + + =1 iy + o KR+
S.c. V10—13—4 & 2n Cup + + + + + e =t - K+R+
S.c. V10—13—5 s, T 2n Cup + + + e + 2 + = K—R—
S.c. V10—13—6 s, r 2n Cup + + + + + - + - K~R—
S.c. V10—13—7 2n Cup * + + + - + - K—R—
S.c. V10—13—8 2u Cup * + + s s = + — K—R~
S.c. V10—13—9 2n Cup * + 21 + + + - K—R—
S.c. V 10—13—10 on Cup * + + it i - = s K—R+
S.c. V 10—-13—11 2n Cup + + + + + . = K—R—
S.c. V10—13—12 2n Cup + + + + + — + — K—R—
S.c. V10—13—13 2n Cup + + + + = + = K—R—
S.c. V 10—13—14 2n Cup * + + + - + - K—R—
S.c. 10—14—1 2n Cup + + + + + o L5 - K—R—
S.c. 10—15—1 2n Cup + + + + + + + = K—R—
S.c. V10—35—5 hp 2n Cup t ++ + & S & - K~ R—
S.c. V 10—35—7 hp 2n Cup— + + + + — w KTR—
S.c. V10—35—8 r, hp 2n Cup— 4 e = = = K—R*
S.c. V 10—35—10 hp 2n Cup + + + + + + + - K—R—
S.c. V 10—35—12 r 3n Cup * + + + + & K—R—
S.c. V 10—35—13 r 2n Cup * ++ + + = o = K—R—
S.c. V 10—35—37 hp 2n Cup + + -+ + —~ — - K—R—
S.c. V 10—35—39 r, hp 2n Cup + + + + I = — K=R—
S.0. 10—3—2 r 3n Cup *+ + 4 = + — K—R—
S.c. 10—3—3 kp 4n Cup + + + al + — 2 -, KR+
S.c. 10—3—4 hp 2n Cup *+ + + + = o - KSR
S.c. 10—3—6 hp 2n Cup * ++ + + + + - K—R—
S.0. 10—3—7 r 2n Cup + + + + + 4 e - K—R—
S.0. 10—3—38 r 2n Cup + + + + - — — K—R—
S.0. 10—3—9 hp 2n Cupt ++ A =18 & 2 w7 . K—R—
S.0. 10—3—10 hp 2n Cup— + + + + 2l K—R—

n— haploid, 2n—diploid, 3n—triploid’ K —R— citlivy kmen, K—R + neutrdlny kmeii, K *R * smrtiaci kmeii? ' rastie -, nerastie — Cup — nerastie na p¢de s CuS04,
Cup + + +—rastie na paic s obsahon: 500 ymol . dm— CuSO!, Cup * — rastie na pade s obsahom 100 ymol . dm—3 CuSO!, Cup + + — rastie na pode s obsahom ma-

ximidlne 300 ymol . dm —3 CuSO*,

r — rezistentny voéi etanolu, hp — hlboko prekvaSajiici, ps — psychrofilng, s — sulfitovy, ch — vhodny pre-$umivé vina, f — odolny vo&i fungicidom, & vhodny pre
&ervena vina, MIN — minimalni, GLY — s glycerolom, CHMN — s chloranifenykolom, ERY — s erytromycinom, MUC — s miucidinom. g ’

idnych a ostatné boli urtené ako polyploidné. Ziskané
vysledky sd suméarne zhrnuté v tabulke 1.

Nakolko jednym z hlavnych cielov nd$ho snaZenia je
pripravovat priemyselné kmene vinnych kvasiniek so
smrtiacimi vlastnostami, zamerali sme sa na charakteri-
zdciu smrtiacich schopnosti testovanych kmeiiov. Smrtia-
ci charakter je vyznamny z hladiska zabranenia vzniku
kontamindcie pri vedeni fermenta&ného procesu. Urduje
sa na zdklade tvorby z6ny potladeného rastu, resp. zmeny
farby kol6nii na vrstve citlivého, resp. smrtiaceho
kmeéna. Kvasirky so smrtiacim  ¢harakterom vylugovanim
smrtiaceho toxinu potladaji rast buniek citlivého kmeiia

I6nie je pomerne taZké rozliit -citlivé a neutrdlne” bun-
ky, presnejSie urfenie je moZné na vrstve testovaného
kmerfia. Na tito vrstvu nanaSame Standardny citlivy, resp.
smrtiaci kmeil. Ak naneseny smrtiaci kmeii vytvdra na
vrstve testovaného kmefia inhibiéna zo6nu, testovany
kmeil je citlivy. Smrtiaci ani citlivy kmeii neovplyviiuje
rast a farbu neutrdlneho kmeiia.

Zo Studovanych kmeiiov bolo uvedenym postupom 6
urenych ako neutrdlnych, 6 ako smrtiace a ostatné ako
citlivé. Smrtiace kmene vytvarali inhibiné zbny, i ked
réznej velkosti, aj.na ‘vrstve citlivého, aj na vrstve smrtia-
ceho kmeiia, €o sved&i o smrtiacich vlastnostiath iného
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Obr. 1. Urdovanie smrtiacich vlastnosti vinnych kvasiniek
na vrstve citlivého kmeria. Smrtiace kvasinky vy-
tvdraji okolo kolbnie zénu potlaéeného rastu

typu ako u Standardného kmeriia. Presnej$ie urcenie fe-
notypu umoZnila izoldcia a separécia nukleov§ch kyselin
gélovou elektroforézou. Po extrakcii nukleov§ch kyselin
z buniek a oddeleni elektroforézou boli tieto vizualizo-
vané -v agar6zovom geéli farbenim etidiumbromidom. Po
odfotografovani sa urfovala pritomnost M a L dvojvlak-
novej dsRNA v Standardnych smrtiacich, citlivfch a
testovanych kmernoch. Je zname, Ze smrtiace kvasinky
rodu Saccharomyces ohbsahuji dve formy dsRNA — M
a L. M zodpovedd za tvorbu smrtiaceho toxinu a imunitu
hostitela k ner.n 1. ovplyviiuje udrZiavanie M dsRNA
v bunke [13, 14]. M dsRNA méZe mat rdoznu dlZku v z4-

My ds RNA

" My ds RNA

My ds RNA

L ds RNA

& 3 8 9 10 M

123 4 5

Obr. 2. Gélovd elektroforéza nukleovyjch kyselin extraho-
vanjch z testovanych kmeriov vinnych kvasiniek
pre uéely detekcie dsRNA
1 — DIiZkovy 3tandard (A DNA $tiepend Hind III), 2 —
V 10-25-16, 3 — T3DCII, 4 — 3MTV/XII, 5 — 10-25-5, 6 —

V10-134; 7 — 13Rvv/d, 8 = 10288, 9 — Vv 10-25-20,
10" — V-10-13-4; 11 — 3MTV/%1II. - ** - - e

vislosti od typu smrtiaceho kmefia. M; dsRNA s diZkou
1,9 kb urduje K1 typ smrtiacich kvasiniek, M, s di¥kou
1,7 kb K2 typ a M; s diZkou 1,5 kb K3 typ smrtiacich
kvasiniek. Pre vinne kvasinky je typicky smrtiaci cha-
rakter typu K2 [15].

Velkost dsRNA izolovanej zo S$tudovanych kmeiiov
bola porovnané s velkostou Standardov. Pohyblivost jed-
notlivych M a L dsRNA v géli je nepriamo dmernd ich
velkosti. NajpohyblivejSia je M3 s najmen$ou velkostou,
L dsRNA o dl¥ke 4,7 kb je najmenej pohybliva. DiZka
testovanych dsRNA bola uréend po odé&itani z kalibraénej
zavislosti pohyblivosti na velkosti Standardov (obr. 2).

M; formu dsRNA neobsahoval ani jeden zo $tudovanych
kmeriov. Smrtiaci charakter typu K2 s M, dsRNA bol zis-
teny u kmeifiov V 10-25-16 a V 10-25-20. M3 dsRNA s diz-
kou 1,5 kb neobsahoval Ziadny testovany kmeifi. Kmeii
13RVV/d obsahoval M, dsRNA, M s dlzkou 2,0—2,1 kb
a L dsRNA. Tri kmene (10-25-5, 10-25-8, V 10-13-4) obsa-
hovali L dsRNA (4,7 kb) a M dsRNA s dlzkou 2,0—2,1 kb.
Vytvarali len malé inhibiéné z6ény a usmrcovali smrtiace
kvasinky typu K1 a K2. Kvasinky mdZ%u obsahovat obidve
formy dsRNA — M aj L, iba L formu alebo Ziadnu z nich.
Medzi prircdnymi izolatmi S. cerevisiae sa vyskytuje po-
merne mélo smrtiacich kmefiov, hoci vd¢8ina izoldatov méa
L formu dsRNA [13]. Naopak, v naSej sérii bola zistena
pritomnost samotnej L dsRNA iba pre jeden kmeii
(3MTV/XIII). Ostatné kmene, s vynimkou smrtiacich, ne-
obsahovali Ziadnu formu dsRNA.

Analyza dsRNA ukézala, Ze schopnost produkovat
smrtiace toxiny je skuto€ne viazané na pritomnost M formy
dsRNA v bunke. Uvedené poznatky budd vyuZité na vyber
a konStrukciu kultdrnych vinnych kvasiniek so smrtiaci-
mi vlastnostami, odolnych vo& kontaminantom.
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Pre potreby pripravy kmetiov vinnych kvasiniek s po-
Zadovanymi vlastnostami genetickymi metddami bola vy-
bratd séria 63 kmefiov, pre ktorti boli charakterizované
zakladné genetické, biochemické a fyziologické vlast-
nosti, konkrétne ploidia, sexudlny typ, naroky na rastové
latky, citlivost k antibiotikdm a medi, schopnost dycha-
nia a smrtiace vlastnosti. Detailnej§ie boli Studované
smrtiace vlastnosti testovanych vinnych kvasiniek.

Muxanbuakosa, C. - Cyno, II. - WMrypank, E. - Muna-
puk, E.: CejexuMs BHHHbIX Apoxikeii. II. BoiGop M OCHOB-
Hbte XUPAKTEPHCTHKN renciionma: Ksac. npym.; 38; 1990,
Ne 1, erp. 6-9. - - i : 5 F L
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B mensx HyXAb B TNPUTOTOBJEHHM IITAMMOB BHHHBIX
IpOXKKeH ¢ TpebyeMbIMH CBOHCTBAMH Te€HETHUECKHMH METO-
Jamu Oblia u3bpaHa cepusi 63 ITaMMOB, JJIsT KOTOPOH GblIK
XapakTepPH30BaHBl OCHOBHBIE TeHETHUeCKHe, OHOXMMHUeC-
KHe U (DHU3MOJNIOTHYECKHE CBOHCTBA, OCOOEHHO ILJIOWIHS,
CeKCyasbHBIH THI, TpeGOBaHHE K BeLIECTBAM pOCTa, YYB-
CTBUTEJLHOCTb K AHTHOMOTHKAM M MeJH, CHOCOGHOCTb [bl-
XaHus u cMepTaliue cBolictBa. Bosee moapo6Ho usywamnch
CMepTsIllhe CBOHCTBA HCCJACAYIOIIMXCS BHHHBIX JPOKIKEH.

Michaltdkova, S. - Sulo, P. - Sturdik, E. - Minarik, E.:
Improvement of Wine-Making Yeasts. II. Selection and
Basic Geonetic Characteristies. Kvas. prum., 38, 1990, No.
1, pp. 6—9.

Using genetical methods 63 strains were selected. For
all these strains the following properties were charac-
terized: the basic genetical, biochemical and physiolozi-
cal properties including ploidity, the sexual typs, the
growth factor requirements, the sensitivity to antibio-

tics and cooper, the respiration ability and the Killing
properties. The killing properties of the wine-making
yeasts tested were studied more detailed.

Michal€akova, S. - Sulo, P. - Sturdik, E. - Minarik, E.:
Ziichtung von Weinheien. II. Selektion und Grundcha-
rakteristik des Genofonds. Kvas. prim., 36, 1990, Nr. 1,
S. 6—9.

Fir die Zwecke der Zubereitung von Weinhefestdm-
men mit geforderten Eigenschaften wurde bei ‘Applika-
tion genetischer Methoden eine Serie von 63 Stdmmen
ausgewdhlt. Fir diese Stimme wurden die grundsitzli-
chen genetischen, biochemischen und physiologischen
Eigenschaften charakterisiert, und zwar: Ploiditdt, Se-
xualtyp, Anspriiche an die Wachstumsstoffe, Empfind-
lichkeit auf Antibiotica und Kupfer, Atmungsfdhigkeit
und lethale Eigenschaften. Ausfiihrlich wurden die
lethalen Eigenschaften der testierten Weinhefen stu-
diert.

Automatizovany fermentacni systém FS-70 o1

Ing. ANTONIN HAVLICEK, CSc., Ing. JAROSLAV BROZEK,

Ing. JOSEF KIEFMANN, Ing. JAN CERMAK, DrSc., Ing.

VLADIMIR HAVLIN, CSc., Ustav teoretickych zakladd chemlcke techniky CSAV
Kli¢ova slova: jermentor, bzotechnologze, Fizeni, automatizace

S prenosem biotechnologii z laboratorntho do polopro-
vozniho a provozniho mé&Fitka vystupuje do popredi eko-
nomicka bilance kaZdého procesu. Kultivovanému médiu
jiZ nelze v&novat takovou péci jako v laboratofi a efek-
tivnost provozovani biotechnologickych procest lze za-
jistit pouze Fizenim a regulaci bioreaktoru. Automatizo-
vané fermentacéni jednotky — bioreaktory — vyrabi fada
svétovych firem jako napf. Rintekno, Foxboro, Brunswick
(USA), Chemap, Bioengineering, MBR (Svycarsko), Elek-
trolux (Svédsko) SGI (Francie), LH Fermentation (U. K.)
aj. Fermentac¢ni systémy od té&chto firem se vyznacuji vy-
sokou technickou trovni, jsou vybaveny kvalitni méFici
a regulacni technikou a Casto i Fidicim pocitacem, kom-
patibilnim s fadou IBM PC. Ceny téchto zafizeni jsou
vSak znatné vysoké a jejich devizova naro¢nost znesnad-
fiujé $irdi roz8ifeni téchto velice potfebnych zafizeni
v naSem primyslu a biotechnologickém vyzkumu.

V £SSR ani v zemich RVHP v soutasné dobg& neexistuje
vyrobce ucelené, komplexné automatizované jednotky
umoZiiujici provozovani technologicky néaro¢néjSich pro-
cestt a chyb&ji i zdkladni prvky m&fici a regulac¢ni tech-
niky, vyhovujici specifickym narokiim biotechnologickych
procesti. Chyb&ji zejména snimade a reguldtory pratoku
plyni, snimafe a reguldtory tlaku, bioventily s dalko-
vym ovladdnim, sterilovatelné, tlakové Kkryty elektrod,
biologické, tepelné sterilovatelné filtry vzduchu pro
stfedni pritoky (asi do 100 1.min—1), specidlni:snimace
vy$ky psny, komunikaéni elektronika mezi snimaci a po-
gitadem, vicebitové A/D a D/A pfevodniky, vhodné ski¥ing
pro elektroniku a specidlni softwarové vybaveni pro Fi-
zeni procest v redlném case.
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Obr. 1. Architektura integrovaného fermentaéniho systé-
mu

1 — signaly z ¢idel, 2 — signaly z ovladani akénich &le-
nii, 3 — sériovy kdnal komunikace

V dtsledku uvedeného nedostatetného pristrojového
zazemi v oblasti biotechnologii:v CSSR bylo prFistoupeno
v UTZCHT CSAV ke komplexnimu feSeni technologického
vybaveni ¢&islicovd fizeného poloprovozniho bioreaktoru.
Vysledkem dvouletého vyvoje je 'pln& automatizovany
komplex zafizeni 701 bioreaktor s technologickym pfislu-
Senstvim, sk¥ili elektroniky s analogovou regulaci a ne-
zavisly Fidici poc¢itac. Celkové uspofadani automatizované
jednotky je na obr. 1.

REAKTOR

Zakladem automatizované jednotky je tlakovy reaktor
0 objemu 701 s duplikatorovym plastém, vyrobeny v Kra-
lovopolskych strojirndch Brno (nerezavéjici ocel tFidy
17 348). Reaktor je vybaven michadlem poh&nénym elek-
tromotorem pfes magnetickou spojku. Toto bazucpavkové
FeSeni zlep3uje pFedev3im aseptické podminky uvnitf¥
rzaktoru a usnadiiuje sterilaci vnitFniho prostoru tanku.

Reaktor je déle vybaven specidlnimi bo&nimi pouzdry
pro upevnéni mé¥Ficich sond, umoznupclrm aseptickou vy-
ménu, Cisténi nebo rekallbram ¢idel i bZhem procesu.
Cidla jsou chrénéna hermetickymi kryty (rozmérové
kompatibilnimi s elektrodami Ingold), které. je moZno
propojit s vnitFnim prostorem reaktoru, ¢im% je automa-
ticky vyrovnéan tlak na obou strandch membréany méFici
sondy.

Odklopné viko reaktoru je navrZeno tak, Ze umoZiuje
univerzalnd vyuZivat jednotlivych otvord podle potfeby,
at jiZ pro upevn&ni dal$ich méFicich ¢&idel (sondy pro
méFeni vySky hladiny drovn& pé&ny, specidlni sondy).
pro piivody d&inidel (odpéiiovaci ‘olej, kyseliny a z&-
sady pro regulaci pH, Ziviny a substraty) nebo vyuZiti
jako inokulac¢ni zatky apod. :

Vyhtivani ¢i chlazeni tanku je zaji$t&no pFes duplika-
torovy plast temperadnim okruhem, obsahujicim p¥ivod
chladici vody, topné pary a priitotny elekiricky ohFivad
pro jemnou regulaci teploty. PotFebné hydrodynamické
podminky pro pPestup tepla jsou zaji§tovany ob&hovym
Cerpadlem. Tlak v tempera¢nim okruhu je ji§tén ruéné
nastavitelnym pojistnym ventilem.

Cesta privodu vzduchu obsahuje

— hruby filtr vzduchu;

— blok kompaktnich mé&fidel —. reguldtorii priitoku
vzduchu a c¢istych plynii CO,, O, a pop¥. dalsich
umoziiujicich provozovani procesi ve specidlni
atmosfére. Zatizeni je sloZeno ze snimade priitoku
na termodynamickém principu, z analogového PI re-



