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Pri priemyselnom kvaseni sa ¢asto pouzivaju
prirodzené prostredia a odpady obsahujice ako
zéklad vyzivy uhlikom pre kvasinky rézne poly-
sacharidy, napr. jatmenny, zemiakovy, kukuriény
a ryzovy &Skrob, ako vedlajsie zdroje glykogén,
pektin, inulin, celulézu a mnohé oligosacharidy.
Makromolekula polysacharidov je prili§ velka, nez
aby mohla predifundovat bunkovou blanou do
vnutra bunky, a preto musi byf najprv rozlozena.
MoZe sa rozlozif kyslou alebo enzymatickou hyd-
rolyzou este prv, kym sa prostredie zakvasi. Tak
sa za katalytickej ucasti amyldz zo sladu moéze
skrob rozlozit v maltézu, maltotriozu, maltotetradézu
a v dextriny. Prikladom enzymatického rozkladu
skrobu je Stepenie pri rmutovacom procese v pivo-
vare [1]. Pri kvaseni v pivovare sa uplatiiuje najmda
maltéza, pri kvaseni melasovych prostredi sacha-
réza a rafinoza, pri mlieénych kvasoch laktoza atd.
Kvasinky uZ potom vedia skvasovat oligosacharidy
pdvodne obsazené v prostredi alebo vzniklé hydro-
lyzou polysacharidov.

Velmi ¢asto zaujimala biochemikovotazka, akym
spdsobom su tieto oligosacharidy skvasené, Pévod-
ny Fischerov ndzor [2], Ze molekula oligosacharidu
musi byf rozloZend na dve molekuly monosacha-
ridu hydrolytickymi enzymami z kvasni¢nych bu-
niek, aby mohli kvasit, zdal sa prirodzeny a sprav-
ny, pretoze tieto enzymy boli z kvasnej zmesi a
z autolyzovanych kvasnic izolované v aktivnej
forme. Fischerov ndzor moZno schematicky vyjadrit
takto: ;

oligaza

oligosacharid — — zymohexaza

zZymaza

zymohexaza — etandl + CO:

Fischerove tvrdenie o ,nepriamom kvaseni" cukrov
bolo nielen vSeobecne prijaté, ale udrzalo sa v ne-
pozmenenom zneni dlhSie ako generaciu. Dokonca
sa rozsirilo aj na vyklad o spésobu kvasenia cukrov
baktériami. 4

Hydrolytické enzymy, napr. maltaza, invertdza
(sacharaza), laktdza a druhé, boli starostlivo Studo-
vané, takZze si dnes dobre zname podmienky ich
optimélnej ¢&innosti. Hydrolytické enzymy pracuji
vietky v uzkom rozmezi pH, najlepSie medzi 5 az
6. Niekedy byva pH prirodzenych zivnych substra-
tov niZiie ako je dolnd hranica optimalnej &innosti
tychto enzymov. O&akavalo by sa vtedy, Ze sa zniZi
mohutnosf kvasenia, avSsak kvasenie prebieha ne-
ruSene. Tato okolnosf nitila k pochybnosti o sprav-
nosti Fischerovho ndazoru. Willsidtter [2] a jeho
Ziaci prvi zistili, Ze obsah oligaz je v bunkéch kva-
siniek men3i, nez je treba k ,nepriamému kvase-
niu" cukrov. Tak Willstdtier a Lowry [3] udavaju,
Ze lichovarské a pekdrske kvasinky si zachovavaji
schopnost kvasif sachar6zu aj po posobeni kyselin
a alkdlii, aviak extrakt z nich pripraveny neob-
sahuje dostatoéné mmozstvo invertdzy potrebné ku

katalyzovani rozkladu sachardzy v prostredi. Vy-
slovili preto nazor o ,kvaseni priamom' a domnie-
vaju sa, ze k tomu Géelu bunka stavia Specifické
enzymy, ktoré pomenovali napr. maltozymazou,
laktozyméazou a pod.

hexéza |glykozymaza
disacharid |disacharidova zyméza

Nazor Willstdttera a jeho spolupracovnikov sa
prehlbil, ked sa ndlezite vzila predstava o glyko-
zidickej povahe oligosacharidov. Zacala sa tiez pri-
pisovat hydrolytickym enzymom Specifi¢nost podla
toho, aku glykozidicki vézbu Stepia a nie jedno-
ducho podla cukru, na ktory pdsobia. Tak napr.
maltdza je povazovana za a-glukoziddzu, invertaza

(sacharaza) za f}-fruktoziddzu a pod.
o

> etanol + CO:

CHiOH \
I/lH H X HO:H]/H/ OH\H
\|°H | H _: | \IH_l/ CH,0H

glukéza fruktéza

@ — glukoziddza [} — fruktozidaza

Zname su pokusy Leibowitze a Hestrina [4, 5, 6]
s o« — metylglukozidom na dékaz maltazy.
CHiOH

OH\ on |/'

R=CH u a — mety]glukozldu. R = glukoza
u matlézy, fruktéza u sacharézy a pod. R sa vie-
obecne nazyva ,aglukén’.

Zistili, Ze a« — metylglukozid prenika do kvas-
nych buniek a je skvaseny ak tvori bunka maltdzu.
V pritomnosti maltazy je a — metylglukozid hydro-
lyzovany v glukézu a metanol, Nasli sa vSak také
kvasinky, ktoré & — metylglukozid neskvasovali,
aviak skvasovali maltozu. To bol dalsi dévod k to-
mu, e sa mohli domnievaf, ze kvasenie disacha-
ridov prebieha inou ako mepriamou cestou. Goit-
schalk [7#] zatal pochybovat o spravnosti Fischerov-
ho nazoru, akonéhle zistil, Ze e« — metylglukozid
moze byt inhibitorom maltdzy a predsa u pivovar-
skych a pekarskych kvasiniek neinhibuje kvasenie
maltézy.

Kvasenie rafinézy sa moze pouZif ako indikdator
aktivity sachardazy u Zivych intaktnych kvasiniek.
Podla Kuhna [8] a Josephsona [9] je sachardza iden-
tickd s rafindzou a rozdiel v ich Cinnosti je v tom,
Ze sacharéza je hydrolyzovana 16krat rychlejsie
ako rafinéza. Preto kvasenie rafindzy je riadené
koncentraciou sacharézy. Pozorovalo sa, Ze a —
metylglukozid vystupuje ako inhibitor sacharazy,
inhibuje kvasenie rafindzy, av3ak neovplyviiuje
kvasenie sacharézy. To poukazuje na skutocnost,
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ze rafindza musi b‘yt najprv hydrolyzovand, zatial
¢o sachardza je skvasovand priamo. Kvasenie sa-
charozy prebieha u pekarskych kvasiniek pri pH
2,2—7.3, aviak kvasenie rafindzy sa riadi pod-
mienkami hydroldz. Obidve kvasenia sa mdZu preto
oddelif, ked sa kvasinky vyperi v 0,25 N H:S0..
Takto kyselinou vyprané kvasnice kvasia sacha-
rozu, aviak nie rafinézu. Toto je dalsi dékaz toho,
ze sacharoza je skvasovand mechanizmom nezavis-
lym na sacharaze.

Priamé kvasenie bolo pozorované tiez u laktézy.

Kvasinky, ktoré nekvasia maltézun modZu skvasovat

laktézu. Tieto kvasinky vedia dokonca skvasovat
rychlejiie laktozu ako jej monosacharidové zloZky,
ako uvadza Leibowifz a Hestrin. Preskusali sme nie-
ktoré kvasinkovité mikroorganizmy skvasujlice roz-
ne cukry a pritom sme zistili, Ze Candida pseudo-
tropicalis (tiez uvadzand ako Saccharomyces fragi-
lis) skvasuje galaktézu a laktézu rovnou mierou.

Sposob skvasenia niektorvch kandid

Candida : 5 .
Cukor prestoc | Shieans | opicals | Kruset
glukéza 874 l< 854 254 111
mannoza 739 | 663 215 | . 113
galaktéza® 235 | 86 30 21
sorbéza 31 [ — — —
arabindza o 1 — | — —
maltoza - I 68 | 47 | —
laktéza 235 JE - | N
sachar6za 786 . 640 | 23 | —
Tafinéza 339 25 : 75 =

Hodnoty v tebulke udavaju 1pul COi: vylitené 1 mg sudiny kva-
siniek za dobu 1 hod pri teplote 30°C. .

Zda sa nam, ze rychlost kvasenia disacharidu a
jeho zloziek zavisi na spdsobu, akym bol dany
kmeh pestovany pred kvasnou skuskou. Nase kme-
ne sme pestovali dlho pred tym na prostredi s mal-
tozu, ako je napr. Saccharomyces fragilis bol obja-
Candida pseudotropicalis nebol privyknuty na vy-
zivu laktdzou ani galaktézou. Kmen Saccharomyces
fragilis, ktory pouzili Leibowiiz a Hesirin bol pred
tym pestovany na prostredi s laktozou. Tento nazor
potvrdzuje tiez de Smedt [10], ked udava, e 1%
roztok sachardzy a maltézy kvasia kvasinky z obil-
nych zapar rovnym dielom, zatial €o kvasinky
z melasy skvasuju sachardzu o vela rychlejiie.

Dokazom laktazy v bunkach moézZe byt tiez schop-
nost dychatf v jej pritomnosti, ako ukazali Kluyver
a Custers [11] u Blastodendrion intermedium, Mikro-
organizmus dychal dobre v pritomnosti glukédzy
v prostredi, avak nedychal v pritomnosti laktozy.
Keby bola pritomna laktdza, prebiehalo by dycha-
nie aj v pritomnsti laktozy.

U kvasiniek schopnych kvasit lakidozu a galak-
tézu, ako je napr. Saccharomyces fragilis bol obja-
veny eite jeden zvlastny hydrolyticky enzym, ktory
umoznuje rozklad oligogalakturonidov a kyseliny
pektovej. Demain a Phaif [10] ho nazyvaju polyga-
lakturoniddza. Je to konstitutny typ enzymu pro-
dukovany mimo bunku. Jeho optimdlna aktivita je
pri pH 4,4 a uz pri pH 5 sa jeho Ucinnosf spoma-
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luje na 48 %. Vysledkom jeho &innosti je zmes tri-,
di-, a monogalakturénovej kyseliny. Umpiniuje
tymto kvasinkam napadat pektinom bohatd cukro-
vi repu a stekucovat repné rezky a tak tieto cu-
kornaté substraty spristupnif dalsiemu vyuZzitiu.

Myrbdck [12] a Myrbdck a Oertenblad [13, 14, 15]
skumali tiez kvasenie trehal6zy a jej vznik v kva-
sinkéch. Domnievaji sa, Ze nie je priamo skvaso-
vana, iba za ucasti trehalazy. Optimum pH trehala-
zovej aktivity je 5—6. Trehaldza je podla mnich via-
zand v bunke na nerozpustnych Strukturdch a jej
§tabilita je vdcSia ako u maltdzy. Kvasiva schop-
nost u glukoézy, maltézy a trehaldézy udavaji v po-
mere 100:25:4. Leibowitz a Hestrin priptasfaji
tiez moznost priamého kvasenia trehaldzy. Treha-
l6za vsak vznikd v kvasni¢tnych bunkéch vo velmi
malom mnoZstve, ¢o zapri¢inilo, Ze nebola bliz§ie
studovana tak, aby mechanizmus jej tvorby a roz-
kladu bol doteraz riadne objasneny.

Mechanizmus, akym priame kwvasenie oligosa-
charidov prebiehd, vysvetluja blizie Studie biosyn-
tézy oligosacharidov, ktoré uverejnili Doudorofi a
jeho spolupracovnici [16, 17, 18]. Previedli je
s kmefumi haktérii, Pseudomonas saccharophila,
Leuconostoc mesenteroides a Escherichia coli. Bio-
syntéza sacharézy prebieha na zdklade fosforylag-
ného pochodu. V Zivnom prostredi s glukézou a
frukiézou sa najprv fosforyluje glukéza v pritom-
nosti adenozintrifosfatu a hexokinazy. Tak vznikly
glukozo-6-fosfat je v pritomnosti glukoézovej izo-
merazy prevadzany v Coriho') ester, glukézo-1-
fosfat. Tento ester sliZi pri vystavbe sacharézy ako
t. zv. ,receptor”, ktory méze prijimat fruktézu a
spolu s fiou poskytovaf sacharézu za uvolnenia
kyseliny ortofosforetnej. Enzym, katalyzujici tute
biosyntézu bol nazvany sacharofosforylazou a
z uvedenych baktérii bol pripraveny v aktivnej for-
me. Cely proces mozno vyjadrif vratnou rovnicou:
sacharéza + H,PO, = Coriho ester + fruktéza

Tak sa mdZe opafnym postupom vyjadrif aj pria-
mé kvasenie sacharézy. Za tucasti kyseliny fosfo-
retnej a sacharofosforyldzy vznikd Coriho ester a

fruktoza:
o
CH.OH

/| © HOCH,
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Conho ester je dalej metabolizovany uz znamym
spdosobom podla Emden-Meyerhofovho schematu
kvasenia, alebo po prevedeni mna glukézo-6-fosfat
mobze preist cely mechanizmus na oxydativny spd-
sob fosforylacie, ktorého prvym medziproduktom je
kyselina 6-fosfoglukénova. Tdto kyselina je potom

!} Coriho ester je pomenovany podla zndmych vedeckych pracev-
nikov, manZelov Ferdinanda a Terezy Coriovych, ktorli sa presne

pred 60 rokmi narodili v Prahe. Ich vedecké price sa tykaji vid-
sinou biochémie fosforylaénych pochodov.

P
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vychodzou latkou pre tvorenie biologicky doélezi-
tych cukrov, ribulézy, ribézy, desoxybézy a pod.
Funkcia glukézo-1-fosfatu ako receptorového sub-
strdtu moéze byt omedzovana sufazivou pritom-
nosfou a-metylglukozidu, «-fenylglukozidu, ba do-
konca aj samou glukézou. Prave uvedeny priklad
biosyntézy sacharozy a jej rozkladu je len obdobou
premeny maltozy a réznych kombinovanych oligo-
sacharidov, ktoré podrobne popisuju Doudoroff a
jeho spolupracovnici.

Takto by sa zdalo, Ze pritomnosf hydrolytickych
enzymov by bola vlastne nadbytoéna. Avsak v po-
slednej dobe sa zistilo, Ze vedla hydrolyzacnej
schopnosti maju hydrolazy. oligosacharidov este
schopnost prenasat zvysky jednotlivych monosa-
charidov, napr. sachardza fruktozu, maltaza glu-
kozu, laktaza galaktézu a pod. Shizia teda rovnako
ako transfruktozidaza, transglukozidaza, transgalak-
tozidaza a pod.:

sacharoza + sacharaza ——> fruktozo-enzym-
komplex + glukoéza

fruktéza-enzym-komplex + sacharoza
sacharid + enzym

Wallenfels, Aronson a Pazur [19, 20] pozorovali,
ze pri kvaseni laktézy a sacharézy vznikaju tiez
nové oligosacharidy. Tieto si vysledkom trans-
galaktozidatnej a transfruktozidatnej €innosti obi-
dvoch enzymov. Takto vzniklé malé mnozstva
cukrov sa moézu dokazat papierovou chromatogra-
fiou. Vzniké napr. pri laktézovom kvaseni galak-
t6zo-1,6-glukéza, galaktozo-1,6-galaktoza, galak-
tézo-1,6-galaktézo-1,4-glukoza, galaktozo-1,6-galak-
t6zo-1,6-glukéza. Tak tiez White [21, 22] zistil,
ze sa pri hydrolyze sacharozy za biokatalytickej
pritomnosti sacharazy z medu vytvori Sest novych
oligosacharidov a za tucasti kvasni¢nej sacharazy
pat.

Tak vytvorené oligosacharidy mézu byt zékla-
dom (,receptorovou molekulou"”) pri vystavbe ma-
kromolekularnych polysacharidov sluziacich v bun-
kach kvasiniek ako rezerva vyzivy, ako zpeviiova-
cie substancie v bunkovej blane -alebo ako ochran-
neé slizy a puzdra, obalujice bunku, Niektoré cukry,
pritomné v prirodzenych prostrediach, méiu vy-
stavbu dlhych retazi polysacharidov brzdit tym, Ze
samy prijimaju prenasené zvysky cukrov, ktoré sa
majui pripojovaf k retazi a ju predlZovaf. St nazy-
vané ako ,glukozylové akceptory”. Mobze to byt
napr. maltoza alebo izomaltéza pri vystavbe ochran-
nych slizovitych puzdier. ,Glukozylové akceptory"
tvoria pritom nové receptorové molekuly ako za-
klady k tvorbe novych refazi. Tak jednotlivé re-
faze nedosahuju takej dizky ako ked ich vystavba
nie je ruSena.

Ak ma syntetickd ¢innost fosforylaéného procesu
riadne prebiehaf, musi byt aktivita hydrolazového
systému utlumend. Preto sa tieZ u £ivych intakt-
nych buniek javi aktivita hydrolaz mensia ako mo-
hutnost priamého rozkladu alebo syntésy. Pri po-
uziti enzymatickych pripravkov sa méze k inhibicii
pouzif a-metylglukozid, 10%M roztok AgNO, alebo
niektory z enzymov, napr. peroxXydaza. Tak napr.
Sizer zistil, Ze kvasni¢nu sacharazu vyborne inhi-
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buje chrefova peroxydaza. Vysvetluje to tym, ze
pritomnosfou peroxydazy moézu byt okysli¢ené nie-
ktoré aminokyseliny v bielkovinnej ¢asti sacharazy,
napr. tyrozin, cystein alebo tryptofan.

Z prave uvedeného mozno sudif, Ze kvasinky
pouzivaju nepriamé kvasenie oligosacharidov len
ako nidzovu vypomoc za kvasenie priamé. Pozo-
rovali sme rozdiel medzi kvasenim disacharidu
u kvasinky dobre kvasiacej, Candida robusta, a
u kvasinky len slabo kvasiacej, Candida albicans
[23]. Candida robusta skvasuje maltozu o vela rych-
lejsie ako Candida albicans, takze priemerny zvy-
5ok maltozy v prostredi o pH 4,5, kde kandidy zili,
tvori po desiatich dioch u Candida robusta len
6.5% a u Candida albicans este 82 % z pdévodného
mnozstva maltézy. Tiez sa pri porovnani optimélnej
koncentracie maltézy pre rozmnozovanie uvede-
nych dvoch druhov kandid prejavil rozdiel vo sp6-
sobu metabolizmu glycidov. Optimdalne rozmnozo-
vanie Candida albicans bolo v 0,5 % roztoku mal-
tozy a Candida robusta v 10 % roztoku. Candida
albicans kvasi maltésu slabo, pretoie nemé schop-
nost skvasovaf jej molekulu priamo, alebo ma tito
schopnost vyvinuti len nepatrne. Podla svojho
sposobu zZivota posunuje faZisko metabolizmu na
latky dusikaté. Candida robusta viak skvasuje mal-
tézu priamo a podoba sa svojim metabolizmom
technickym kvasinkdm, napr. Saccharomyces cere-
visiae, ktorej je pravdepodobne imperfekinou for-
mou. Pri podrobnomssledovani celkového metabo-
lizmu sa ukézalo, Ze Candida albicans nahraza ne-
dostato¢ni schopnost kvasit maltézu priamo oxyda-
tivnym procesom, Ak sa zabrani dychaniu blokova-
nim organoZelezitych pigmentov kyanovodikom,
zvdcsia sa bunky, ktoré tito otravu preziju, a po-
dobaji sa bunkam Candida robusta, pri ¢om javia
tiez lepSiu schopnost kvasif. Zda sa, Ze k priamemu
kvaseniu disacharidov dochadza predovietkym
u kvasiniek s prevdine anaerébnym spésobom lat-
kovej vymeny. Tiez pri nedostatoénej vyzive dusi-
katymi latkami méZe dojst k prevedeniu metabo-
lizmu na oxydativhu fosforylaciu. Tomuto tikazu sa
hovori ,hexézomonofosfatovy Sunt".
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