Kvasny priamysl

rod. 4 (1958) &islo 9 195
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Radé autort (Kosikov 1954, 1956, 1957, Scheffner
a McClary 1955) se podafilo prizplsobit kvasinky na
zkvaSovéani cukru, ktery dany druh kvasinek pivodné
nezkvasoval. Doséhli toho kultivaci kvasinek na pudé
s timto cukrem. Adaptaci kvasinek na dany cukr
mozno urychlit, pfiddme-li ke kulturdm homogenat
jiného druhu kvasinek, ktery tento cukr zkvasuje
(Kosikov 1950, Dmitrasko 1955) nebo pridame-li pFi-
mo ptislusny isolovany enzym (Oparin a Jurkevié
1949). V radé pfipadi vsak pokusy o adaptaci na
uréity cukr u nékterych kvasinkovych druhi selhaly,
napf. pokusy o adaptaci drozdarskych kvasinek na
zkvaSovéni melibiosy (Kosikov 1957).

Pokusili jsme se vyuZit k adaptaci na zkvaSovani
novych cukrd nédmi zjiSténého procesu regenerace
kvasinkovych bunék z bunéénych fragmenti a bez-
blannych protoplasti (Neas 1955 a, b). Ziskani
kmena drozdarskych kvasinek, které by mély jako
trvalou vlastnost zkvaSovani melibiosy, by mohlo mit
znaény vyznam pii primyslovém zkvaSovani melasy
(Dyr 1956).

Béhem celého procesu regenerace kvasinkovych
bunék a b&hem regenerace bezblannych protoplastd
kvasinek nastdvaji znatné morfologické pFemény.
Fragmenty a protoplasty (ziskdvané nasi metodou
autolysy bunééné blany; Nefas 1955 a) po naockovini
na tuhé phGdy intensivné rostou, vytvafeji se tzv.
plasmatické utvary. Tyto jsou i nadéle bezblanné,
obsahuji vice jader a po dalSich struktuélnich pre-
ménach nékteré z nich regeneruji v nové kvasinkové
bufiky. Nékteré z kmend nové zregenerovanych kva-
sinek se ve svych morfologickych i nékterych bioche-
mickych vlastnostech liSi od vlastnosti vychoziho
kmene (Nefas a Dyr 1957). Cely proces regenerace,
od naotkovani protoplastli aZ po nové bufiky, trva
zpravidla 5 dni. Lze predpokladat, Ze znaéné morfo-
logické pfemény jsou doprovizeny i uréitymi zmé-
nami biochemickymi. Naskytd se tedy moZnost
vhodnym sestavenim podminek vyuZit tak jakési
rozkolisanosti metabolismu k zdmé&rné pfeméné bio-
chemickych vlastnosti napf. k pokusu o adaptaci
na zkvaSovani nékterych cukrii.

Ve svych pokusech jsme se timto zpisobem snazili
dosahnout u drozdafskych kvasinek adaptace na
zkvaSovani laktosy a melibiosy.

Metodika
K pokusim jsme pouZivali kmene drozdafskych

kvasinek Saccharomyces cerevisiae, ziskaného z drozdi
isolaci jedné buiiky. Ze tento kmen nezkvaSuje lak-

tosu a melibiosu, jsme si ov&Fili chromatograficky.

Zakladni kulturu jsme péstovali ve zkumavkich se
sladinou asi 120 Bg. Fragmenty kvasinkovych bunék
@ bezblanné protoplasty jsme ziskavali nami vypra-
fovanou metodou autolysy bun&iné bliny (Neéas
1956 a). Po odebrani z povrchu autolysujici kultury

byly protoplasty suspendovdny v N I padé (25 g
asparaginu, 25 g KHz2POqy, 8,5 g MgS04, 1000 g vody).
Cukry do této pidy byly priddvdny v rGzné kombi-
naci (viz dale) tak, aby jejich vyslednd koncentrace
byla 10 %. Tato koncentrace je nutna pro zajisténi
potfebného osmotického tlaku prostfedi. Suspensi
plasmatickych utvard jsme ockovali na agarové filmy
ve vlhkych komirkéach na mikroskopickych skli¢kach.
Agarové filmy obsahovaly opét ptidu s riiznou sesta-
vou cukri a 3 % agaru a popf. filtraty homogenats
¢i autolysitd pivovarskych kvasinek. Na agarovych
filmech se vyvijely protoplasty a vznikaly tzv. hutné
plasmatické dtvary. Regenerace bunék nastala bud
pfimo v téchto preparédtech nebo po dal$im pfeocko-
védni hutnych plasmatickych ttvard v tekuté N I
pidé (opét s prislusSnymi cukry nebo filtraty) na
mikroskopicka sklicka. Zregenerované buiiky byly
isolovény a pfeneseny jednak do zkumavek s teku-
tymi pUdami, jednak na misky s pidami tuhymi.
Nékteré isolaty byly tvofeny burikami, které vznikly
regeneraci z jednoho plasmatického ttvaru, jiné byly
smési kvasinek zregenerovanych z nékolika (az né-
kolika desitek) plasmatickych Gtvard.

Pfi pokusech o adaptaci drozdatrskych kvasinek na
melibiosu jsme pridédvali do pid, na kterych se plas-
matické ttvary vyvijely a regenerovaly, homogenat
nebo autolysat pivovarskych kvasinek, které meli-
biosu zkvasuji. Homogenéity pivovarskych kvasinek
byly pfipraveny tfenim kvasinek s kfemennym pis-
kem v tfeci misce. Po 1 az 2 hod. tfeni, kdyZ bylo
mikroskopicky zjisténo, Ze hejméné 80 % bungk je
neporuseno, byl homogenat zfedén tekutou N I padou
a prefiltrovdn membranovym kolodiovym filtrem
o porosité 500 mu. PFi filtraci se odstranily zacho-
vané buiiky, strukturdlni elementy rozdrcenych
bunék a soucfasné byl sterilovan (byly pouZivany
filtry nepropoustéjici bakterie). Pfi ziskdvani auto-
lysati jsme nechali/kaSovitou suspensi pivovarskych
kvasinek v thermostatu pfi 37° C po 3 dny v Erlen-
mayerové bafice. Autolysat byl opét pFefiltrovan
membranovym filtrem. Filtraty homogendtu nebo
autolysatu byly pak podle potfeby (v rizném pomé-
ru) pridavany k zivhym piddm. Zda homogenéty me-
libiosu skute®né obsahuji, nebylo zjisténo.

Z prokvasSenych kultur ofkovanych zregenerova-
nymi kvasinkami jsme odebirali 0,04 ml pro chro-
matografické urCovéani. V sestupné chromatografii
tvorila pohyblivou fazi smés butanolu, kyseliny octo-
vé a vody v poméru 2:1:5. Vyvijeni trvalo 24 hod.
pii pokojové teploté. K detekci cukri jsme zvolili
kysely ftalat anilinu (anilin 0,93 g, kyselina ftalova
1,66 g postupné rozpousténé ve 100 ml n-butanolu
nasyceného vodou). Chromatogramy byly suSeny
v suSarné pii 115° C. V kaZdé serii jsme jako kon-
trolu provedli chromatografii pfrisluSnych ¢&istych
cukri,



196

Kvasny prumysl
rot. 4 (1958) cislo 9

Vysledky pokusii

a) Adaptace na zkvaSovdni lakiosy

Bezblanné protoplasty kvasinkovych bunék a jejich
fragmenty se po naotkovani na N I ptdu s 10% lak-
tosy zataly vyvijet jako v preparatech kontrolnich
(s glukosou). Zahy viak se jejich vyvoj zastavil.
Proto jsme k pudam pfidavali spolu s laktosou 1 %
glukosy. Regenerace bun&k z plasmatickych Gtvard
nastévala i na ptidach s laktosou bez glukosy, avSak
pouze za aerobnich podminek (na pidéch s glukosou
naopak anaerobni podminky regeneraci podporuji).

Celkem jsme v 5 pokusnych seriich ziskali v 58
preparatech 221 regenerujicich dtvard. Z téchto pre-
parat bylo isolovano celkem 39 kmena. Isolované
kmeny jsme pienesli do tekutych pad ve zkumav-
kach a dile pasazovali. V pfehledu je uvedeno sloZeni
pouzitych pud, na kterych byly kultivovany zregene-
rované isolaty, pasaZ, stafi kultury, ve kterém byl
proveden odbdr vzorku pro chromatografii a vysle-
dek chromatografie.

] I
Zivna ptda kmeny ‘pasaz; staffkult. 'laktosa
NI s 10% Lourdy | '[ 8 dnt | +
laktosy L 6-11 {15 dni +
L 6-11 i 19 dni +
L 12-18 24 dni +
L B-11 2 7 dni +
L 6-11 3 | 6 dni ==
L 6-11 7 dni +
sladina 40 Bg | L 6-11 4 6 dni +
s 0,5 % laktosy| vSechny 5 6 dni +
16 kment 28 dni +
25 kmend 55 dni +
kvasnitna voda| vSechny 7 6 dni +
s 0,5 % laktosy, vSechny | 8 6 dni +
viechny 10 9 dni +

Celkem jsme vyhodnotili 357 chromatogrami. Ve
viech pFipadech (pokud byla pliida vibec prokvaZSena)
isme na chromatogramech laktosu nalezli a pokud
lze z intensity skvrn visudlné vyhodnotit, v podstaté
v nezm&néném mnoZstvi. Laktosa zustala nedotéena
i po 10. paséZi zregenerovanych kvasinek na pidéch
s laktosou i po 55 dnech prokvaSovani napf. v 3. pa-
sazi, kdy vsechny ostatni cukry sladiny jsou jiz
davno zkvaSeny.

Z vysledkt mzeme tedy uzaviit, Ze vyvoj plas-
matickych Gtvar a jejich regenerace za pritommnosti
laktosy s néaslednym pasazovanim opét na phdach
s laktosou nevede k adaptaci ve zkvasSovani tohoto
cukru.

b) Adaptace na zkvafovdni melibiosy

V prvni fazi pokust k ziskdni adaptace drozdaf-
skych kvasinek na zkvaZovani melibiosy jsme jako
cukr davali do Zivnych pid rafinosu. Rafinosa je
itdpena drozdarFskymi kvasinkami na fruktosu, kterd
je vyuzita a na melibiosu, kterou tyto kvasinky ne-
maji schopnost zkvaSovat.

Protoplasty kvasinek se vyvijely a zregenerovaly
na N I ptdé s 10 % rafinosy. Cely pribéh regenerace
byl zcela obvykly. Ve tiech seriich pokustd bylo ve 40
preparédtech zji§téno 357 pfipadl regenerace. Z toho
bylo isolovano 50 kment zregenerovanych kvasinek.
Zregenerované kvasinky jsme pPenesli nejprve na
tuhé pidy téhoZ sloZeni a ve druhé pasézi do melasy
ve zkumavkich. K chromatografickému stanoveni vy-
sledku pFetvofeni bylo namatkou vybrdno pouze 22
kment. V nasledujicim pfehledu jsou uvedeny inter-
valy odbéru vzorkl pro chromatografii spolu s vy-
sledky.

stafi |

zivna s i<
ptida kmeny paséz Kkultury ‘ melibicsa

melasa 22 kment 2 14 dni +

tytéZ kmeny 36 dni =i

6 z nich 72 dni 4+

V konefné serii chromatogramt byla jako kontrola
nanaena Gista melibiosa a vzorky z kultur zaotko-
vanych pivovarskymi kvasinkami.

Z vysledkd je patrno, Ze kvasinky zregenerované
z plasmatickych Gtvard na pidach s rafinosou maji
v tomto sméru tytéz kvasné schopnosti jako vychozi
kmen, tj. §tépi rafinosu, fruktosu vyuZivaji a meli-
biosa zlistava. :

V dalgich seriich pokusl probihal cely proces re-
generace protoplastli na N I piidéach s 1 %melibiosy,
0,2 % glukosy a 8 % laktosy (pro udrZeni osmotic-
kého tlaku). Pribsh vyvoje plasmatickych Gtvari a
jejich regenerace byla normélni. Ze 118 regenero-
vanych tdtvard jsme ziskali 27 isolatd. Isolaty byly
preotkoviny do melasy a po tydnu prokvaSovani
byly brany vzorky pro chromatografii. Ve vSech kul-
turach byla melibiosa nedotéena. Z toho lze uzavtit,
7e pouhd kultivace plasmatickych dtvart a jejich
regenerace na pilddch s melibiosou nevede k adap-
taci na zkvaSovani tohoto cukru.

V dalgich pokusech jsme se snaZili indukovat’
tvorbu adaptivniho enzymu tj. melibidzy pridanim
homogenatti a autolysdtd pivovarskych kvasinek,
které melibiosu zkva3uji.

Ve 23 pokusnych seriich byly zvoleny rizné kom-
binace v sestavé zivnych pid. V podstaté obsahovaly
1 9% melibiosy, 0,1 % nebo 1 % glukosy a filtrat
homogenatu nebo autolysatu pivovarskych kvasinek.
Ke viem seriim byly provedeny kontroly, kde Zivnou
ptdu tvoFila mineralni N I piida s glukosou. Na vSech
pouzitych padach probihal vyvoj plasmatickych
Utvartl i regenerace normélng, zvlasté Castou rege-.
neraci jsme nachédzeli na pltdach s autolysatem.
V prepardtech vSech pokusnych serii bylo zjisténo
1404 pFipadil regenerace. Z toho bylo isolovano 271
kment zregenerovanych kvasinek. Isolaty byly pre-
neseny do tekuté melasové pidy ve zkumavkach.
Ze zaotkovanych kultur byly odebirany vzorky pro
chromatografii podle tohoto schematu:
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Sta¥i melibiosa
pasaz kmeny kultury

ve dnech e Pl

1 viech 271 14-20 263 8
51 kment 45 43 8

2 21 kmeni 10 21 0
32 21 0

47 21 0

3 21 kmenl 5 21 0
4 21 kmen 14 21 0

V kulturédch, ve kterych jsme zjistili na chroma-
togramu vymizeni melibiosy, jsme provedli dalsi den
kontrolu, abychom vylouéili moZnou technickou chy-
bu. Témito kontrolami jsme ové&Fili, Ze 8 isolatl
zkvaSuje v melase melibiosu. Téchto 8 kment spolu
s dalSimi 13 kmeny, které melibiosu v prvé paséazi
nezkvaSovaly, bylo pfeotkovano do 2. pasaze. V této
druhé pasézi jsme v chromatogramech melibiosu na-
lezli i po 47 dnech po naofkovédni kultur u vsech
kmend, tj. i u téch, které melibiosu v 1. paséazi zkva-
Sovaly. Stejné tak tomu bylo ve 3. a 4. pasazi. Dalsi
pasdZovéni jsme jiZ neprovadéli.

Z vysledki vyplyva, Zze 8 z 271 kmena drozdai-
skych kvasinek, které zregenerovaly na pidéach s au-
tolysaty ¢ homogenaty pivovarskych kvasinek zis-
kalo schopnost zkvasovat melibiosu melasy. Ve druhé
pasdZi na melase tuto schopnost opét ztratily.

Diskuse

Ze vsech vysledkd vyplyva, Ze pouha kultivace
bezblannych protoplastii drozdafskych kvasinek a
jejich fragmentd a néslednad regenerace v buiiky na
pudach s laktosou a melibiosou nestaéi, aby doslo
k adaptaci na zkvaSovéani téchto cukra.

Naproti tomu pfFitomnost autolysdtu nebo homo-
genatu pivovarskych kvasinek, které melibiosu zkva-
Suji, vede v nékterych pfipadech (v 8 z 271) k této
adaptaci. Ve druhé pasaZi vsak u téchto 8 kment
schopnost zkvaSovat melibiosu opét zmizela. Zrege-
nerované kvasinky jsme kultivovali na melase, ktera
podle nasSich chromatografickych semikvantitativ-
nich zjisténi (srovnani sytosti skvrn na chromato-
gramech se standardy) obsahovala 0,5 az 1 % meli-
biosy. Zbytek sacharidi tvofily snadno zkvasitelné
cukry. Aby se eventualni nové vlastnost tj. zkvaSo-
vani melibiosy u zregenerovanych kvasinek upevnila,
bylo by nutno péstovat zregenerované kvasinky po
isolaci na pudach, které by obsahovaly jako jediny
cukr melibiosu (ev. nepatrny podil glukosy). JelikoZ
melasa obsahuje pfevaznou vétsinu cukru pro droz-
dafské kvasinky snadn&ji zkvasitelnych, nedoslo
Patrné k upevnéni v prab8hu regenerace ziskané
Nové vlastnosti tj. zkvaSovéani melibiosy a v druhé
Pasézi jiz tato vlastnost opét vymizela. Naprosty
hedostatek &isté melbiosy ndm vSak Zzadané uspo-
radani pokust nedovolil uskuteénit. =

Kontrola skute&ného obsahu melibiosy v homoge-
hétech a filtratech pivovarskych kvasinek, ev. moz-
Nost pridanim &stého enzymu do pad by jisté pokusy

znactné zpresnila. Neméme totiZ evidenci, zda nékteré
ze Sarzi homogenédtd & autolysatd melibiosu wvibec
obsahovaly. Positivni vysledky (tj. kmeny zkvaSujici
melibiosu) jsme ziskali pouze ve 4 z 23 pokusnych
serii.

Dosavadni vysledky pokusu naznaluji, ze v zédsadé
lze regenerace bezblannych protoplastti kvasinek a
Jjejich fragmenta vyuZit k zdmérnému ziskani novych
kvasnych vlastnosti. Domnivdme se, Ze pfi dostated-
ném technickém zajiSténi pokust by bylo lze ziskat
i kmeny, které by nové kvasné vlastnosti podrzely
trvale.

Zavér

V pokusech jsme se snazili dosdhnout u drozdar-
skych kvasinek adaptace ke zkvaSovani laktosy a
melibiosy pfi regeneraci kvasinkovych bun&k z bez-
blannych protoplasti a jejich fragmentd. Pouha kul-
tivace protoplastii a jejich regenerace na pidach
s témito cukry k vyvoldvani adaptace nestadi. PFi
regeneraci na puidach s filtratem homogenatu &
autolysatu pivovarskych kvasinek, které melibiosu
zkvasuji, jsme z 271 isolovanych kment ziskali 8
kment drozdaiskych kvasinek, které melibiosu zkva-
Sovaly. Béhem pasdZovani na melase tyto kvasinky
schopnost zkvasSovat melibiosu opét ztratily.

PE3IOME

ABTOPBI NPH CBOMX 3KCIIEDHMEHTaX NbITAJIMCH Da3BHTh ¥y Ile-
KapHBIX Apo#EEeHd crmocobGHOCTh cOPaXHBATE JAKTO3Y H MeJdudno-
3y IPH pereHepallli JAPOXKAKEBBIX KJICTOK Ha IPOTONJACTAX M MX
dparmenTax. IIpocroe KyJIbTHBHPOBAHHE ITPOTONJACTOB H HX pe-
regepaunsi Ha cpejax cofiepikalliX yYKa3aHHBEIe BRALI caxapoB
SBJAEeTCH /IS aJanTalHl HeJocTaTOYHEIM. IIpH pereHepanuu Ha
cpefax cojaepaxamnx @GHIALTPATLI TOMOT€HATAa HJH AaBTOJH3ATa
IIHBHBEIX Jpo#kEeil, KoTopblie o6JaagaloT cHocoGHOCTHEIO cOpamu-
BATH MeaHOHO3Y, aBTOPaAM yAaJjoch BhIAeJAHTE H3 271 nmpo6Ghl H30-
JHPOBAHHBLIX KYJLTYP 8 npol6 NHBHBIX Jpo&EEed crocoGHBIX
BbI3BaTh OpoieHue MeanGuospl. IIpm mnepexome Ha Measccy
JAPOKKH 8Ty CIlocoOGHOCTE CHOBA YTPAuYHBAJH.
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