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skimaviek, z ktorych kaZd4 méZe byt pouZitelnd na 1
aZ 4 transformaéné reakcie. Z buniek hostitelského
kmefia sa pripravia protoplasty vy$Sie uvedenym postu-
pom a resuspenduji v 0,2 ml roztoku 1,2 mol.dm~-3 sor-
bitolu v 0,01 mol.dm=3 CaCl,. K suspenzii sa prida
0,1 aZ 1ug plazmidovej DNA nestcej zabudovany gén,
zmes sa inkubuje 15 min pri laboratérnej teplote. Potom
sa prida 1,8 ml roztoku PEG 4000 (PEG 400 g, CaCl; 1,47 g,
TRIS.HC1 1,2 g, pH 8,0 v 1dm? vody]), suspenzia sa pre-
mie3a a nechd stdt 5 min pri laboratérnej teplote. Proto-
plasty si potom oddelené centrifugdciou (5 min pri
1000 g), sediment sa resuspenduje v 0,2 ml roztoku sor-
bitolu v CaCl, a k suspenzii sa pridd 0,1 ml sorbitolu
v kvasni¢nom extrakte (sorbitol 218,6 g, glukéza 20 g,
kvasniény extrakt 10g v 1dm3 vody). Po 30 min inku-
bacii pri 30°C sa k suspenzii prida 0,3 ml roztoku sor-
bitolu, 0,15ml vzniknutej suspenzie sa napipetuje do
skimaviek s 10ml rozvareného regeneracného agaru
o teplote 44°C a po premie$anf vyleje na povrch selek-
tivneho osmoticky stabilizovaného minimdlneho agaru,
na ktorom regeneruji a rasti len transformanty obsa-
hujice plazmidovi DNA. Po 3 aZ 5 diioch sa vyhodnoti
frekvencia transformécie a vzniknuté koldnie sa podro-
bia genetickej a biochemickej analyze. Popisana techni-
ka je v naSom laboratOriu vyuZivana pre zavedenie génov
kédujicich rezistenciu voéi mednatym i6énom do vhod-
nych aplikaéne vyznamnych kmefiov vinnych kvasiniek.
O ziskanych poznatkoch budeme referovat v niektorom
z budtcich &isiel naSho Casopisu.
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Michalgakova, S. - Sturdik, E.: Slachtenie vinnych kva-
siniek. TII. PouZivané techmiky. Kvas. priim., 35, 1990,
€. 7; s. 196—199.

Clanok je prehladom met6d pouZivanych pri Slachte-
ni kvasiniek (selekcia, indukovand mutagenéza, kriZe-
nie, fdzia protoplastov, technika rekombinantnej DNA)
a moznosti ich aplikdcie pri ziskavani novych kmefiov
vhodnych pre vinarske pouZitie. Detailne sd charakteri-
zované predovSetkym ' selekéné techniky umoZiiujice
ziskat kmene rezistentné k medi a etanolu, ale tieZ po-
stupy muta¢ného Slachtenia a fuzie protoplastov vedice
k priprave respiraéne deficitnych mutantov a smrtia-
cich vinnych kvasiniek.

Muxanuakosa, C. - Wrypauk, 3.: CeleKuusi BHHHBIX APOXK-
xeil. III. TlpHmensiemble cnoco6el. Kpac. nmpym. 36, 1990,
Ne 7, crp. 196—199.

CraTbsl NPHBOAHT 0G30p MO METOAaM, NPHMEHSEMBIM IpH
CeJeKUHH APOXKIKeH (CeJeKIHs, HHIYIHPOBAaHHKI MyTareHe-
3HC, CKpellMBaHHe, (y3usi MPOTONIACTOB, CIOCO6 DPEKOMOGH-
HatuHOH JIHA) u mo BOSMOXKHOCTSM HX NPHMEHEHHS NPH
NONlyYeHHH HOBBIX LITAMMOB, MOAXOAALIMX [JS leJell BH-
Honesdsi. [Toapo6GHO XapakTepH3YIOTCs TIpekae BCEro CIIO-
COOBI CeJICKIHH, NO3BOJSIOIHE NONYYATh IITAMMEI, YCTOMH-
YHBblE B OTHOLIEHHH K MEIM ¥ 3TAHOJY, a TaKXKe CIOCOOLI
MYTaUHOHHOH CeJleKUHH H (Y3HH OpPOTONJIACTOB, TpH-
BOISILIAE K MOJNYYEHHIO PeCHPAaUHOHHOAe(DHUHTHBIX MYTaH-
TOB H CMEPTOHOCHBIX BHHHBIX JPOIKIKEH.

Michalédkova, S. - Sturdik, E.: Improvement of Wine-
-Making Yeasts. III. Techniques Used. Kvas. prim., 36,
1990, No. 7, pp. 196—199.

The methods for vyeast improvements (selection,
induced mutagenesis, hybridization, protoplast fusion,
technique of recombinant DNA) and their applications
for an obtaining of new strains suitable in a wine-
-making are outlined in the article. The selection tech-
niques permitting to obtain strains resistent to copper
and ethanol and the mutation procedures and the proto-
plast fusions resulting in a preparation of respiratory
deficient mutants and the. killers of wine-making yeasts
are discussed in details.

Michaltakova, S. - Sturdik, E.: Ziichtung der Wein-
hefen. IIl. Angewandte Techniken. Kvas. priim., 35, 1990,
Nr. 7, S. 196—199.

Der Artikel bringt eine Ubersicht der bei der Ziichtung
der Hefen angewandten Methoden (Selektion, induzierte
Mutagenese, Kreuzung, Fusion der Protoplaste, Technik
der DNA-Rekombination) und befat sich mit den
Mboglichkeiten ihrer Applikation bei der Gewinnung
neuer Stdmme fiir die Weinindustrie. Detailliert werden
vor allem die Selektionstechniken charakterisiert, die
zu Kupfer- und Athanol-resistenten Stimmen fiihren; es
werden aber auch die Verfahren der Mutationsziichtung
und der Protoplasten-Fusion behandelt, die zur
Gewinnung Respirations-defizienter Mutanten und Killer-
—\A!einhefen fithren.
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UvoD

Morfologické zmény pfi rdstu mikroorganismi v pod-
minkdch kontinudlni kultivace byly popsany jiZz v prv-
nich studiich této kultivaéni metody, a to jak u bakte-
ridlnich, tak u kvasinkovych kultur. ProdluZovéni bungk
Saccharomyces cerevisiae rostoucich na melase pozoro-
val Beran [1], ktery stanovil, Ze pomér délky k Sifce

1,46 ovédlnych bunék na zadatku Kkultivace se pomé&rné
rychle zvy$il na hodnotu 2,1. Podobné zmény zjistil p¥i
viech zkouSenych ridstovych rychlostech a p¥i rfizném
sloZeni melasového média. Herbert [2] stanovil v Kultu-
Fe Enterobacter aerogenes, %e se vzristajici riistovou
rychlosti (od 0,1 do 0,9h~!) se buiiky zvét$ovaly, hlav-
né v délce, rostla primérnd hmota bun&k a soudasné se
znatné zvySoval obsah RNK. PFiinou prodluZovani kva-
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Tabulka 1 Vysledky sledovdni morfologie kvasinek, obsah N-ldtek v kvasinkdch a vytéZnost a produktivita kon-

tinudlnich kultivaci

Doba kultivace 0, v médiu

v N Y o
Pokus & ) %) T (uen®) %) @s™ (g1t h)

1 72 0 2,48 > 4,50 4733 51,3 0,70 3,8

2 43 0 2,70 - 3,93 51— 40 47,0 0,73 3,4

3* 30 (73) 0 3,93 40 48,2 0,73 3,2

4 68 0 2,49 —4,32 5132 50,9 0,70 3,1

5 44 0 2,41 —>4,22 53> 36 52,5 0,75 4,0

6 47 0 2,65 >4,35 48 — 32 52,0 0,76 4,0

7 70 4—6 3,15 52 58,1 0,78 3,1
8x* 233 - 3—5 3,32 54 54,3 0,74 3,0
145 (378) 6—8 & 3,07 - 61 56,0 0,73 2,9

120 (498) 12—14 2,58 165 59,4 0,68 2,1

53 (551) 0,3—0,5 3,36 31 58,2 0,75 3.8

* pokus & 3 val na pFedchazejici, v zavorce celkova doba kontinuilni kultivace

** koncentrace kysliku byla ménéna v prabéhu kultivace, v zavorce celkova doba kultivace

d/§ — pomér délky k 3ifce buiiky

— objem buriky
dusikaté latky v kvasni¢né su$ing
vytéZnost sudiny z dodaného ethanolu
produktivita

T <2<
1]

sinek S. cerevisiae v kontinudlni kultufe se bliZe zaby-
vali Brown a Hough [3], ktefi zjistili zavislost mezi zmég&-
nou tvaru bunék a obsahem dusiku v médiu. P¥i limitaci
ristu dusikem se kvasinky prodluZovaly a p¥i dodani
dusiku se jejich tvar zménil na pvodni ovalny. Uvedené
zmény byly zaznamendny .pfi dvou odlisnych .zFedova-
cich rychlostech (0,05 a 0,22 h—1).

ZmenSovani objemu bun&k Torulopsis utilis popsah
Button a Garver [4], ktefi uvedli, Ze p¥i sniZeni ristové
rychlosti z 0,40 na 0,15 h—1 se zmen3il objem bung&k
z 60 na 41 um3 Podrobnou studii objemovych zmé&én kva-
sinek Candida utilis publikovali. Brown a Rose [5]. Kul-
tivace byly vedeny za rtznych podminek: v limitu sub-
strdtu (glukosa) nebo dusiku, p¥i teplotdach 30, 25, 20
a 15°C a p#i rtstové rychlosti od 0,35 do. 0,05 h—1. Buifi-
ky, rostouci p¥i rGznych réstovych rychlostech pfi limi-
taci dusikem, zvétSovaly svlij objem pii sniZovani teplo-
ty pod 30°C, v médiu s glukosovou limitaci tyto zmény
nenastaly. Z dosaZenych vysledkd byl mimo jiné odvo-
zen pfimy vztah mezi zvétSovdnim objemu bunék a stou-
pajicim obsahem RNK a proteinu v bufikach.

Vrand a Beran [6] studovali morfologii kvasinek S. ce-
revisiae a C. utilis v kontinudlni kultivaci p¥i rdistovych
rychlostech 0.05, 0,1, 0,25 a 0,35 h—l. Se -zvy3ovdnim
rychlosti rlistu se v kultufe S. cerevisiae zvétSoval objem
dcefinych bunék, ale velikost matefskych buné&k se ne-
zménila. P¥i kultivaci kvasinek C. utilis se zvySoval se
stoupajici rfistovou rychlosti objem jak dcefinych, tak
matefskych bunék. Auto¥i prokazali, Ze ¢im vice se bliZi
ristovd rychlost maximdlni rastové rychlosti, tim -vice
jsou dcefiné buiiky fyziologicky vyspé&lejsi.

Hill a Robinson [7] stanovili, Ze pf¥i- kontinudlni kul-
tivaci kvasinek S. cerevisiae dochazi k drastick§ym mor-
fologickym zméndm. Nejvétsi zmeény, resp. prodluZovani
bunék, charakterizované hodnotami pomé&ru délky a 3if-
ky 4,14 aZ 5,32 a sniZeni objemu kvasinek na 37,9 aZ
30,3 um3, byly zjist&ny predev¥im p¥i stfednich rtistovych
rychlestech (0,1—0,3h—1). PFi ni#$i a vy$$iristové rych-
losti byl pomé#r délky k S$ifce men$i neZ 2,0 a objem

bungk vétsi neZ 50 um3. K témto zménam, souvisejicim,
s ristovow rychlosti, nedochazelo pti batch kultivaci, coZ"

dokumentovaly vysledky ziskané v batch pokusech pfi
ristové rychlosti 0,31, resp. 0,1 h—!, pfi nichZ hodnota
délkoSirkového poméru byla 1,15, resp. 1,08 a objem
bun&k 62, resp. 55 um3.

EXPERIMENTALNI CAST

Kontinualni
lerans

kultivace kvasinek Torulopsis ethanolito-

V Fadé kontinudlnich kultivaci kultury . Torulopsis
ethanolitolerans v médiu s-.ethanolovym substrétem byl
studovdn vliv..riznych podminek. na hodnoty ekondmlc—
kych parametrti a. na jakost finalafho, prodikfu, krmnych
kvasnic. Kultivace byly vedeny.ve sklen&ném 31 fermen-
toru's 2,31 média. Zakladni syntetické ‘médium bylo pfti-
pravovdno- fed&nim zadsobnich roztokd mineradlnich Zivin

a stopovych prvkid podle oekavané produkce kvasnitné
biomasy. Jako substrdat byl pouZivdan synteticky ethanol
s obsahem 91,53 %  obj. abs. ethanolu, pH bylo regulo-
vano na hodnotu 4,0 amoniakovou vodou, slouZici zaro-
venli jako hlavni zdroj dusiku a teplota kultivace byla
udrZovdna na 37 °C. Kultivaéni pokusy probihaly pfi zfe-
dovaci rychlosti 0,22h-1! vé&tSinsu v limitu kysliku, pouze
dva pokusy v limitu substrdatu. Podrobny popis zafFizeni,
sloZeni zakladniho média a médii s pFidavky ruznyrch
biostimulatorti, uspo¥adani kontinudlnich procesfi, ana-
lytické metody a dalSi néleZitosti jsou podrobné& popsa-
ny v jiné préaci [11].

Sledovéani morfologie kvasniénych bunék

Soucéasti sledovani a hodnoceni pokust byla mikrosko-
pickd kontrola kvasni¢né kultury, provdadéné v pribéhu
kultivaci v intervalech 12 a 24 hodin, popf#. v krat$ich.
Byl zaznamendavan tvar a uspofddani bunék, méfeny
rozmsry min. 50 bundk a stanoveno procentni zastoupe-
ni pucicich a mrtvych bunék min. v 50 poli¢kadch Biirke-
rovy komirky po obarveni prepardatu methylenovou
moedFi. Z rozmérd bunék byl poéitdn objem za pfedpo-
kladu, Ze buiiky T. ethanolitolerans jsou podobné, jako
kvasinky C. utilis, rotujicim elipsoiddm [8]. Prehled
hodnot stanovenych mgFfenim rozmé&rd bunék spolu
s hlavnimi vysledky kultivadnich pokusl je uveden v ta-
bulce 1.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv podminek kontinuilni kultivace na morfologii kva-
sinek

Kultivace ¢. 1 aZ 7 byly krdtkodobé kontinudlni poku-
sy v syntetickém médiu (€. 1) a v médiich s pridavky
riznych biostimuldtord (€. 2 aZ 6), provadé&né v limitu
kysliku. Kultivace €. 7 byla vedena v syntetickém médiu
v limitu substrdtu, stejné jako dlouhodoby pokus &. 8, ve
kterém:byla ménZna koncentrace rozpusténého kysliku.
Pro véechny kultivace‘je spoleénym znakem zména tvaru
a rozmérd kvasmcnych bungk. Plvodné ovalné, mirné
protéhlé bunky ‘$e- b&heni kultivace prodluovaly a v po-
kusech & 1 aZ 6 se souasné vyrazné ztencovaly. Délko-
8ifrkovy pomér se téméf plynule s dobou kultivace zvy-
Soval z 2,41 aZ 2,70 na 3,9 aZ 4,5 a soufasné se ménil
objem bungk, ktery z hodnot 47 aZ 53 um3, zjist&nych
na zaCatku pokust & 1 aZ 6, postupné klesal na 32 aZ
40 um3; plynulé zm&ny rozmérd bun&k jsou v tabulce
naznaceny Sipkou. Vlemkou z uvedeného jsou hodnoty
délko§ifkového poméru a objemu bunék, stanovené v nej-
kratSim pokusu ¢. 3. Tato kultivace v3ak nezacala v nulté

hading, ale navdzala 'na predchazejici (&. 2) ve 43. ho-

ding, kdy byla provedEna zmégna sloZeni média.
P# kultivaci. &, 7,°¥ které kyasinky rostly na rozdil od

:"Dfﬂdcha,z Jicich ‘DoKst v limitu “supbstratu. se huiiky
fovnéz prddlbuztly, ‘aviak zmeny v ifce” bVly mnohem
‘mirngj3i a také zms&ny v objemu byly  mensi. Daldi roz-
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.dil: od pokusli vedenych v limitu: kysliku byl v tom, Ze
pozorované morfologické zmény neprobihaly v.zavislosti
na dobé kultivace, ale ménily se nepravidelng; v tabul-
ce jsou - proto, uvedeny priimérné hodnoty — poku-
sy €. 7'a 8.

Pfi dlouhodobé kontinudlni kultlvam & 8 (551 hodin)
v syntetickém médiu 'se substrdtovou limitaci byla v urci-
‘tgch casovych odstupech: zvySovana koncentrace rozpus-
.téného kysliku od 3 aZ 5% do 12 aZ 14 % a- v posled-
nich.53 hodinach byl obsah kysliku prudce. sniZen, témeér
k limitu, na 0,3 aZ 0,5 % 0,. Pomér aélky k §ifce a objem
bunék se ménil podobné jako v pokusu €. 7, tzn., Ze hod-
noty kolisaly v uZ8im rozmezi bez =zavislosti na dobd
kultivace. Pfitom prdémérné hodnoty z jednotlivych &u-
sovych udseki. kultivace, charakterizovanych rfiznou kon-
centraci rozpu$téného -kysliku, vykdazaly zavislost na
této koncentraci. Se stoupajicim obsahem Kkysliku klesal
délkositkovy pomér, kvasinky byly méné protahlé a zvét-
Soval se jejich objem. V posledni fazi, kdy byla kultura
pfevedena téméfr do limitu kysliku, nastala rychla zmé-
na tvaru bunék, které se opét prodlouz1ly a ztenélly
a objem klesl na 31 ym?3,

Se zménou tvaru bun&k byl v pokusech v limitu kys-

liku (&. 1 aZ 6) pozorovan zhruba od konce prvniho dne
kultivace vZtsi vyskyt bunék, které zlstavaly po vypu-
¢eni neoddélené. Buiiky vytvéarely dvojice stejné velkych
jedinct, . které nenesly. Zddné znamky dalSiho puceni.
Pcdobny jev popsaly ve svych pracich Pozmogova a
Medvédéva [9] a Pozmogova et al. [10] .pfi Xkultivaci
kvasinek C. utilis pfi teplotdch 40 a 41,4°C. Retizkujict
‘kvasinky ani mycelidlni.tvary bun&k nebyly pozorovany
ani. nedochédzelo ke shlukovani kvasinek. MnoZstvi puéi-
cich’ bunék se v kratkodobych pokusech pohybovalo
‘mezi 40 az 53 % ~a potet Zivgch kvasinek byl v&t3inou
vyssi nez 90 %.
. Pri dlouhodobé kontinudlni kultivaci & 8 vedené v li-
mitu substratu, byl primérny podet puélmch resp. Zi-
_vych bunék 51,3, rasp. 96,6 %. Mycelidlni Gtvary ani shlu-
“kovéni kvasniénych bun&k nebylo pozorovéno, ale vedle
prctahlych bunék produkénich kvasinek T. ethanolito-
lerans se vyskytovaly buliky odliSného tvaru a velikosti,
kulaté, drobngjsi a obdas retizkujici ovalné, men$i buil-
ky. Tyto odlisné buriky se néChézer pifedevS§im v horni
zp&ngné vrstvd Kultivaéniho. média a zavedenim vrch-
niho odtahu bylo jejich mroZstvi znaén& zredukovano.
Izolace a pozdéjsi identifikace ukézala, Ze tyto kvasinky
patFily ke kontaminaci a jejich rozvoj byl pravdépodobné
umoZnén pFitomnosti rozpusténého kysliku v. médiu.

Porovnani morfologickych zmén kvasniénych bungk
s vysledky kontmualnich Kkultivaci

V pokusech €. 1 aZ 6, které probihaly v limitu kysliku
v ‘médiich rtzného sloZeni, byly dosaZeny rtizné hodnoty
ekonomickych parametri v zavislosti na prldanych bio-
stimulédtorech, pfi€emZ morfologie kvasinek se ménila ve
vSech téchto pokusech stejnym zpisobem. Builky se pro-
tahovaly a ztencovaly a jejich objem se zmenSoval Umér-
né s dobou kultivace a kone¢né hodnoty délkogifkového
pomeéru ‘a objemu nejsou v relaci ani s obsahem dusika-
tych latek v -kvasni¢né biomase ani s vs]teznostl nebo
produktivitou.

Jiné souvislosti vyplynuly z "vysledkd pokusu & 8, ve
kterém byly kvasinky kultivované pfi rzné koncentraci
rozpuSténého kysliku v médiu. Jak morfologie bunék,
tak obsah- dusikatych latek, vytéZnost a produktivita se
mén’ly umeérné s koncentraci kysliku a nezavisle na
dob® kultivace. Se sniZujici se koncentraci kysliku se
sniZoval objem kvasinek a sniZoval se také obsah dusi-
katych l4atek a naopak hodnoty ekonomickych parametrii
kultivace vykazaly vzestup. Zvy$ovani obsahu dusikatych
latek v kvasni¢né biomase se zvy$ovdnim objemu bun&k
stanovil Brown a Rose [5], ktefi zjistili, Ze toto zvySeni

- bylo zplisobeno predev§im vzriistem mnoZstvi RNK a jen
malym zvySenim obsahu proteinu. U kvasinek T. etha-
nolitolerans 'se obsah RNK vyrazn& nemeén’l, ale zvy3o-
val se obsah bilkovin podle Barnsteina [11].

ZAVER

Z naS8ich vysledkG vyplyvd konstatovani, Ze morfolo-

" Apoxxku TpuHoGpeTann Gopmy H pasmep,

gické zmény kvasinek T. ethanolitolerans, pozorované

v kontinualnich kulturdch a projevujici se prodluZova-
nim a ztenfovadnim bun&k a sniZovdnim objemu, jsou
zpGsobeny podminkami rastu v limitu kysliku. Ekono-

mické parametry kultivace, vyjadrené vytéZnosti a pro-

duktivitou, nejsou morfologickymi zménami ovliviiova-
ny. Jinak je tomu u obsahu dusikatych latek v kvasnic-
né biomase, jejichZ tvorba je zjevné& zavisld na koncen-
traci kysliku v médiu a tim je i'wv: korelaci.s morfologic-

&ymi zménami kvasnié¢nych bunék.
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Ry_bﬁfnﬁ_, J. - Rezabkova, ].: Morfo.ogické zmény kvasi-
nek Torulopsis ethanolitolerans pii kontinudlni kulti-
vaci. Kvas. prim., 38, 1999, €. 7, s. 199——_202.

Morfologické zmény kvasni¢né kultury Torulopsis
ethanolitolerans, které byly pozorovdny pfi kentinudlni
kultivaci, jsou ovliviiovany pi¥itomnosti rozpuSténého
kysliku v médiu. Nejvét$i zmény, projevujici se prodlu-
Zovanim a ztendovarnim bundk a zmen3ovadnim jejich
objemu, byly zaznamenany pfi kultivacich v podminkach
limitace Kkyslikem. PFi zvySovani ™ koncentrace kysliku
v médiu nabyvaly kvasinky tvar a rozméry, které jsou

- obvyklé pri batch kultivacich. Byla stanovena souvislost

mezi morfologickymi’ zm&nami a obsahem dusikatych

latek v kvasniéné biomase. -

PoibapxoBa, M. - Pxexa6kosa, H.. Mopdoaornyeckue
M3meHeHHsi. JpoxKeil Torulopsis ethanolitolerans npu
HeMpepbIBHOM KyJbTHBHpoBanHH. Ksac. npywm., 36, 1990,
Nﬂ Z; c'rp 199—202.

Moptporlornqecxue u3meﬂeﬂnﬂ IK’QO}K)KEBOH Kleb'prbI To-
rulopsis ethanolitolerans, KOTopble HaGJMIOAAMHCh NPH He-
NpPePLIBHOM. KyJ/IbTHBHPOBAHHH, "TIOJIBEPralOTCsl BJIMSAHHUIO pac-
TBOPEHHOro KHCJIOpoia B cpeie. Haubosbiue nsmeHeHHs,
NPOABJSIOUMECST B. YMJHHEHHH - H  YTOHUEHHH  KJETOK
M B yMeHbUIEHHH UX o0beMa OblIM OTMEUEHBI TPU KYJIhTHBA-
UMAX B YCJOBHAX JHMHTHPOBaHMsi kucjoponom. Ilpm mno-
CTENEHHOM IIOBBILIEHHH KOHLEHTPALMH KHCJA0OpPOAa B cpele
Kakiue BCTpe-
yaloTcs npu batch xyasrHBauusiX. Briia onpejeeHa CBA3b
MeXay MOP(OJIOTHYECKHMH H3MEHEHHSIMH H COJepKaHHeM

A30THCTHIX BeIECTB B APOXKKeBOH GHOMAacce.

Rybafovi, . - ReZdakbkova, ].: Morphological Changes of
Torulopsis ethanolitoierans During Continuous Culture.
Kvas. prim., 36, 1990, No. 7, pp. 199—202.

The morphological changes of the -yeast -population
Torulopsis ethanolitolerans that ware observed during
a continuous culturz result from changes in oxygen
conc:ntrations in the medium.: The highest changes
were: observed under conditions of oxygen limitation.

- ‘These changes manifest theirself in the cell elongation

and the lowering of the cell: volume. Eliminating the
oxygan limitation the yeast cells obtain their typical
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form and size as in batch cultures. The plot between
the morphological changes and the content of nitrogen
compounds in the cell biomass was proved.

Rybafov4, J. - Rezabkov4, ].: Morphologische Anderungen
der Hefen Torulopsis ethanolitolerans bei kontinuier-
licher Kultivation. Kvas. prim. 36, 1990, Nr. 7, S.199—
202.

Die morphologischen Anderungen der Hefekultur

Torulopsis ethanolitolerans, die bei der kontinuierlichen
Kultivation beobachtet wurden, werden durch die

Fermentacéna vyroba ethanolu

I. Literarny prehlad
Ing. ZUZANA CIESAROVA,

Anwesenheit des im Medium geldsten Sauerstoffs beein-
fluft. Die groBten Anderungen, die sich durch die Ver-
langerung und Verengung der Zellen und durch die
Verminderung ihres Volumens bemerkbar machen,
wurden bei Kultivationen mit Sauerstoff-Limitation
beobachtet. Bei der Erhdéhung der Sauerstoff-Konzen-
tration im Medium nahmen die Hefen Formen und
Dimensionen an, welche bei den Batch-Kultivationen
tiblich sind. -Es wurde der Zusammenhang zwischen den
morphologischen Anderungen und dem Gehalt -der
stickstoffhaltigen Substanzen in der Hefebiomasse er-
mittelt.
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Vzhladom k tomu, Ze surovinové zdroje pre rozvoj bio-
chemickych technolégii st limitované, je velmi ddleZité
hladat obnoviteIné suroviny, ktoré si prakticky nevyder-
patelné. Prave tieto zdroje, ich vyber a selekcia pre
efektivnu vyrobu, sa zidvaZnou mierou podielaji na roz-
voji liehovarnickeho priemyslu. Medzi takéto zdroje
patria aj suroviny rastlinného pévodu s obsahom 3krobu.

1. FAZY FERMENTACNEHO SPOSOBU VYROBY ETANOLU

Vyrobu etanolu fermentadnou cestou moZno rozdelit
na tri fazy [1]:

1. Biochemickad fdza — zahfiia dpravu a hydrol§zu su-
roviny na fermentovatelny substrat (stekucovanie
a scukoriiovanie obilného $krobu, mletie a enzymo-
v4 hydrolyza kukurice atd.}.

2. Metabolickd alebo fermentacna fdza — proces alko-
holového kvasenia glukézy v kvasinkach prebieha-
jaci - Embden-Meyerhoffovou drdhou. Teoreticky
modZe vzniknit 0,51 g etanolu z 1 g glukdzy, pri¢om
vytazky v praxi dosahuju 90—95 % teoretickej hod-
noty.

3. Faza pofermenta¢nej tupravy produktu- (filtracia,
destilacia, riedenié atd.). :

2. PREDFERMENTACNA UPRAVA SKROBU AMYLOLYTIC-
KYMI PRIPRAVKAMI

Vyroba priemyselného a palivového etanolu zo 3krob-
natych substrdtov vyZaduje pred samotnou fermentéciou
gluk6zy na etanol dpravu suroviny, a to [2]:

— stekutenie $krobu pomocou endoamylazy, («-amy-
laza, E.C. 3.3.1.1),

— hydrolyzu (scukornenie) stekuteného produktu
(dextrinov) s nizkou molekulovou hmotnostou na
glukdzu pomocou glukoamyldzy (E.C.3.2.1.3).

V priemyselnej produkcii alkoholu zo $krobnatych
materidlov si vysoké vyrobné nédklady spdsobené velkou
spotrebou energie pri tepelnom spracovani suroviny, ste-
rilizdcii a destilacii produktu. Napr. beZne pouZivana
metdda vyroby alkoholu z kukuriénych zfn zahfiia tepel-
né spracovanie zapary pri teplote 140 °C v jednorazovom
a asi 180°C v kontinudlnom procese [3]. Vysokd teplota
spOsobuje zmenu S§truktury zfn a zlep3uje tym pdsobenie
stekucujucich a scukoriiujicich enzymov na 3krob a z4ro-
veii prebieha sterilizdcia zapary. Lee [4] a Mikuni [5]
uvadzaji, Ze spotreba energie pri tepelnom spracovani
surového 3krobu (energia na zahriatie a udrZanie teplo-
ty 120°C pocas 2 h) predstavuje asi 40 % celkovej ener-
gie potrebnej pri alkoholovej fermentécii. Zni¥enie ener-

getickej narocnosti procesu vyroby alkoholu zo Skrobna-
tych materidlov sa stalo predmetom v¢skumu v mno-
hych laboratéridch.

Znama je extrizna metdda tpravy Skrobu kratkodobym
pbsobenim vysokej teploty v Specidlnych extrudéroch.
Takto upraveny 3krob nevyZaduje enzymovd hydrolyzu
a je pouZitelny ako substrat pre etanolovi fermentéciu
(6, 7].

V Japonsku bola tdspe$ne overend alkoholovd fermen-
tacia na zemiakovom S$krobe bez tepelného spracovania
s pouZitim Black-koji amylazy ‘ziskanej z Aspergillus
niger [8] v laboratérnom meradle. V prevadzkovom me-
radle vSak pokusy neboli Uspe$né, vyskytovala sa bak-
teridlna kontaminécia. Ako substrat bola tieZ pouZitd ku-
kurica a ryZa.

Ueda a kol. [9, 10] vyvinuli proces vyroby etanolu zo
Skrobnatych surovin (kassava, zemiaky). Na sacharifika-
ciu pouZili glukoamylazu z Aspergillus niger a Rhizopus
species. Dosiahnuté vgtaZky etanolu sa pohybovali od
82,3 do 99,6 % teoretického vytaZku. PouZité Gerstvé ze-
miakové hluzy alebo kassava rezky neboli suchym Skro-
bovym materidlom, celd fermentédcia trvala okolo 5 dni.

Svendsky a kol. [11] premgvali surovy $krob rozto-
kom 0,2 % H,SO4 za G&elom sterilizdcie a pouZili mace-
ratny enzym Cellulosin (Ueda Chem. Industry Co. Japan)
na zvySenie pdsobenia glukoamylazy z Rhizopus niveus
pri 25°C. Cellulosin je enzymovy prepardt ziskany
z A. niger obsahujici ako hlavni zloZku pektindepoly-
merdzu (E.C. 3.2.1.15) a taktieZ nizku aktivitu pektin-
esterdzy a inych hemicelulolytickgch enzymov. Po 5
dfico)/ch bola fermentdcia ukonéend s vytaXkom etanolu
74 %.

Chemapec Inc. v New Yorku vyvinul proces vyroby

bezvodého etanolu zo $krobu bez jeho predchéadzajicej
tepelnej dpravy, ktory vyZaduje pribliZne poloviéné na-
klady oproti klasickému postupu. Poloprevddzka bola
realizovand vo Svajtiarsku [12]. Proces sa odliuje od
klasickej vyroby etanolu tym, Ze pred procesom sa od-
strani vela neSkrobového materidlu v zrnach (zarodky,
tuky aj.) a surovina je spracovavand pouZitim Specidl-
neho enzymu, ktory nie je bliZ$ie definovany. PoZiadav-
ky na energiu v tomto procese st iba 4,2 M].dm~-3 bez-
vodého etanolu oproti 16,7—23,3 MJ.dm~-3 v klasickom
fermentacnom procese. VytaZok etanolu je 9,8 dm3
z 25,4 kg kukurice.
Alltech Inc. [12] pouZil v procese kombinaciu enzymov
— alkoholdza 1. z Bacillus subtilis a alkoholaza II.
z Aspergillus niger alebo Rhizopus niveus. Praces moze
prebiehat kontinudlne ALCON-fermentaciou [12].

Iny pristup k hydrolyze surového $krobu na fermento-
vateIné sacharidy zvolili Azhar a Hamdy [13]. Hydroly-
zovali zemiaky pri vysokej teplote (154 °C), nizkej kon-
centracii HC1 (0,034 moldm=—3) a za pomerne kratky &as
(24 min) ziskali maximum redukujicich sacharidov. Ne-
prinieslo to viak ofakdvané vysledky v etanolovej fer-



