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Nove termotolerantni kmeny kvasinek rostoucich na etanolu
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Pivodni vybér kvasniénych kment vhodn§ch pro vyro-
bu krmné toruly ze surového syntetického lihu [etanolu)
byl do neddvné doby velmi omezen. Nékteré kmeny ne-
mohly byt pouZity z dilvodd hygienick¢ch, protoZe nevy-
hovevaly normé& pro krmné kvasnice, fada dalSich kme-
ni mela jiné nevyhody (pomaly réist, mald vytdZnost,
specifické naroky na Ziviny apod.), které branily jejich
zavedeni jako provezni kmen [1]. K dispozici byl prak-
ticky jeden kvasniny kmen Candida utilis 49, ktery byl
s Gspéchem vyzkouSen v praxi a jeho pouZiti bylo pozds-
ji zakotveno v technologickém v§robnim postupu pro vy-
robu krmnych kvasnic v zdvodé Seliko Kojetin.
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Postupem ¢€asu si praxe vyZadala vyhledani novych
kment, s lep3imi riistovymi parametry a vy3si vytéznosti,
pfi zachovani poZadavku malé narofnosti na Zivné mé-
dium. Ze sm#si kvasnidnych kultur pouZivanych v Cesko-
slovenskych torularndch bylo proto vyizolovéno nékolik
kment, s nimiZ podle pfedb&Znych vysledkit mtZe byt do
budoucnosti pofitdno jako s potencidlnimi producenty
krmn§ch kvasnic . Dobré produkéni vlastnosti vykazovaly
zvlasté dva kvasinkové kmeny Candida utilis 231 a To-
rulopsis ethanolitolerans 235. Oba kmeny se vyznaluiji
pfiznivou rychlosti rfistu a rostou dobfe i na &isté synte-
tickem Zivném médiu, bez p¥idavku specidlnich stimulag-
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Tabulka 1. Viiv kultivani teploty na nékteré ekonomické parametry kultivace u dvou kmenii kvasinek rostoucich

na minerdinim médiu s etanolem

Kultivagng | VYte2nostnl (VtBZnostni | g oy o= | popa | %N | %NK
koeficient koeficient ey :
Kmen teplota 2 s 5 koeficient |kultivace u v kvas. | v kvas.
[°Cc] (2 kvas-sus. | {vikove [primér) [h] susing sudiné
| izol. pasty) |z média) !
| |
; 30 0,701 0,709 ‘ 0,705 45 0,41 941 | 1062
ﬁ?ﬁg‘dﬁ 35 | 0701 0701 | 0701 45 0,41 922 | 922
531 37 ‘ 0,663 0,687 0,675 5,5 0,33 850 | 828
39 0,578 0,625 0,602 6,5 0,32 8,04 7,07
re-lt - o i {553 i Jmv i) o
| ' |
: 30 0,773 | 0,762 0,768 4,75 0,37 8,83 10,47
:fg;;‘;?ﬁlg‘lmns 35 ‘ 0765 0.755 ‘ 0758 | 45 0,40 9.04 9,24
935 37 0,730 0,718 0,724 45 0,40 9,12 | 8,89
& 39 0,696 0.705 ‘ 0,701 ‘ 525 | 035 8.44 | 8.14
nich latek, tedy na médiu, které bylo dosud pouZivdno 32 g MgS50,.7 H;0
pii vyrobé krmnych kvasnic ze syntetického etanolu. 0,5 g ZnS0,;.7 H,0
Ristové moZnosti téchto perspektivnich produk&nich 122 g NaCl
kmenit jsou dosud mélo prozkoumény, a proto jsme se 0,02 g CuS0;.5H,0
snaZili zjistit jejich produkéni parametry pii ztiZenjch 0,05g MnCl,. 4 H,0.

provoznich podminkédch, kdy vyznacnym limitujicim fak-
torem riistu je ¢asto zv§ySend kultivafni teplota. Dosa-
vadni provozni technologicky postup vy¥roby predpisoval
pro vyrobu krmné toruly z etanolu rozmezi kultivad-
nich teplot 30 aZ 33°C, ale zvlasté v letnich mésicich
tento poZadavek nemohl byt splnén pro nedostatefnou
kapacitu chladiciho zafizeni. PTi déletrvajicim piehti-
véni kvasniénych kultur byl riist kultur brzdén a sniZo-
vala se jejich vytéZnost.

Situaci by znafné zlepdilo zavedeni do praxe termoto-
lerantniho kmene, ktery by dobfe rostl s poZadovanou
vytéZnosti i pfi téchto zvysen¥ch teplotach. Do jaké miry
jscu kmeny Candida utilis 231 a Torulopsis ethanolito-
lerans 235 termotolerantni a jaky vliv méa zvySend feplota
kultivace na jejich produkéni parametry, bylo cilem
predloZené prace.

Mikroorganismus

Hodnoceni bylo provedeno u dvou kmenfi kvasinek
Candida utilis RIFIS 231 a Torulopsis ethanolitolerans
RIFIS 235, vedenych ve sbirce mikroorganismii VOKPS
(RIFIS), Praha a v Ceskoslovenské sbirce kvasinek
[CCY] v Chemickém astavu SAV, Bratislava. Jako ino-
kulum slouZila kvasnitna pasta, ziskand odstfedénim na-
rostlé kvasniéné kultury na odstPedivce Westfalia LWA
205. Pasta obsahovala 21 aZz 22 % suSiny a uchovévala se
nejdéle 1 tyden pfi 5 °C.

Fermentor a kultivatni postup

Kultivace se provédeély ve sklen&ném laboratornim fer-
mentoru s celkovym obsahem 30 litrli a uZiteéném plnéni
151. Fermentor je opatfen samocnasdvacim michadlem
typu Waldhof a cirkulaénim vdlcem. Béhem kultivaci se
teplota automaticky udrZovala na poZadované hodnotd
regulacnim teplomérem, pH se upravovalo rovndZ auto-
maticky regulaénim pH metrem pfiddavanim lihotpavkové
smési, jeZ obsahovala: 450 ml surového syntetického eta-
nolu (90 % objem.), 135 ml amoniakové vody (24 %] a
2 ml cdp3iiovace Kontraminu.

Kultivatni médium bylo pPipravovdno ze =zakladniho
Zivného roztoku I (300 ml) a roztoku II (30 ml).

Zakladni Zivny roztok I obsahoval v 1 litru:

35  ml H5PO, (85 %)
30 g KOH

Roztok II obsahoval v 1 litru:
156,{]3 g Cﬁclz -2 Hgo
10,56 g FeCls. 6 H;0.
Na kaZdy litr pFipravovaného Zivného média se do fer-
mentoru pfidaval 1 g siranu amonného.

Po naplnéni fermentoru vodovodni vodou a doplnéni
Zivnymi roztoky I, II a 15 g siranu amonného bylo do
média vneseno 200 g kvasnitné pasty a objem byl dopl-
nén na 15 litrd. Kultivace byla zahdjena davkovanim
20 ml z predlohy surového syntetického etanolu, coZ od-
povidalo zhruba 0,1% koncentraci etanolu v médiu.

Koncenirace etanolu v surovém syntetickém etanolu
se stanovovala pyknometricky. PouZity etanol obsahoval
74,4 g absolutniho etanolu ve 100 ml vzorku.

Beéhem kultivace se kaZdou hodinu stanovoval narist
susiny a zjistovalo se mnoZstvi spotfebovaného substratu.

Kvasnitnd suSina se stanovovala vaZenim biomasy po
filtraci 5 aZ 10 ml vzorku média na frité S; a suZeni p¥i
105 °C po dobu 2 hodin.

Po skon€eni kultivace byla biomasa vytvofena ve fer-
mentoru odseparovdna a izolovand kvasni®na pasta byla
analyzovdna na obsah dusikatych ldtek [2] a nukleov§ch
kyselin [3]. Hmotnost izolované pasty (biomasy) slouZi-
la jako jedno z kritérii hodnoceni produk&nich moZnosti
kmenf.

Kultivacni pokusy s ob8ma kmeny Kkvasinek byly pro-
vadény ve standardnich kultivaénich podminkach [stejné
kultiva€ni zafizeni, Zivné médium i stejné zdkladni suro-
viny). V rdmci jedné série bylo pouZito téZ stejného ino-
kula.

Vysledky

Kultivacni pokusy jednoznacn® potvrdily, Ze za opti-
méalnich podminek mohou tyto kmeny hromadit velka
mnoZstvi biomasy s obsahem dusikatych latek vy3&im
neZ 55 % a Ze jednim z faktorli podmifiujicich dobry vy-
sledek je ptizniva kultivani teplota. Vysledky kultiva&ni-
ho testu u Torulopsis ethanolitolerans byly lep3i a po
pfekro€eni optimalni teploty nebylo zhorfeni sledovanych
parametril tak drasticke, jako u kultury Candida utilis
(tabulka).

V optimélnich podminkdch u obou kmen@i bylo do-
sahovano exponencidlni riistové rychlosti u 0,40 aZ
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0,41, za nepfiznivfch podminek klesala riistovd rychlost
aZ na g = 0,32 a¥ 0,35. U kmene Candida utilis 231 se
maximalni rlistova rychlost udriovala aZ do teploty kulti-
vace 35°C, potom se rychlost riistu zna®né sniZila.
Ovlivnéni riistu kultiva&ni teplotou u Torulopsis etha-
nolitolerans bylo ponékud odli$né. NiZ3i ristova rych-
lost byla zméfena p# zakladni nejnizsi teplotdé 30°C
(# = 0,37), pti vyssich kultivadnich teplotach (35 a 37 °C)
byla rychlost maximalni a teprve p¥i kultiva&ni teploté
39°C rychlost riistu opét klesla, a to na # = 0,35. Kmen
Torulopsis je tedy termotolerantn&j$i ne? kmen Candida.

Zvy3end kultiva&ni teplota se odrazila i v obsahu dusi-
katych latek a nukleov§ch kyselin. Nejvice dusikatych
latek bylo zjiSténo u kmene Candida utilis pri kultivac-
nich teplotach 30 a 35°C a to 58,8 % a 57,6 % susiny bio-
masy. U Torulopsis ethanolitolerans za stejnych kultivaé-
nich podminek byl jejich obsah v su§ing biomasy 55,2
a 56,5 %. PTi vyssich kultivatnich teplotdch se mnoZstvi
dusikatych latek sniZovalo a pii 39° kleslo na 52,6 U
u Torulopsis, a u Candida aZ na 50,3 % suSiny biomasy.
Nukleovych kyselin bylo 7,1 aZ 10,6 % v sudin&, pficem?
u Candida utilis byla jejich tvorba ovliviiovana teplotou
vyraznéji. MnoZstvi dusikatfch ldtek i NK v biomase kva-
sinek bylo tedy v souladu se zm&Fenymi rlistovfmi rych-
lostmi za riiznych kultiva&nich teplot.

Se zvySujici se kultiva®ni teplotou se ménily i vytez-
nostni koeficienty: byly pfibli¥né stejné pfi 30 a 35°C,
s dalSim zvySovanim teploty klesaly. Relativnd vys&i v§-
téZnostni koeficienty byly u kultury Torulopsis ethano-
litolerans neZ u kmene Candida utilis za stejnych kulti-
vatnich podminek.

Kultivagni zkou¥ky prokazaly, ¥e oba zkouSené kmeny
kvasinek maji velmi dobré parametry, je¥ jsou zédkladem
pro zavedeni mového kmene do provozu. U obou kmeni
teplota do 35°C prakticky neovliviiuje rychlost riistu,
mnoZstvi nahromadé&nych dusikatych latek v biomase ani
vytéZnostni koeficient. Z hlediska ekonomiky Kkultivac-
niho procesu se v tomto ohledu jevil vfhodn&j3i kmen
Torulopsis [4], kterj poskytoval velmi dobré v¥sledky
i pfi kultiva®ni teploté 37 °C. P¥i dosaZené 725 % vytss-
nosti jeho biomasa obsahovala 57 % dusikatych latek
v susiné.
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Allg

Adamek, L. - Sestdkov4, M. - Ryhaiovs, |. - Stros, F.: Nové
termotolerantni kmeny kvasinek rostoucich na etanolu.
Kvas. pram. 27, 1981, €. 12, s. 278—280.

U dvou provoznich kmenfi kvasinek Torulopsis ethano-
litolerans [RIFIS 235) a Candida utilis [RIFIS 231), pro-
ducenti krmnych bilkovin ze syntetického etanolu, byl
zjiStovan vliv kultivaénich teplot v rozmezi 30 a#¥ 39°C
na rfistové parametry, obsah dusikatych latek a nukleo-
vych kyselin v biomase a na v§td¥nostni koeficienty.
V rozmezi pouZitych kultivaénich teplot kmen Torulopsis
akumuloval biomasu s 70,1 aZ 76,8 % vytéZnosti, kmen

Candida utilis s 60,2 aZ 70,5 % vytdZnosti. Ristova rych-
lost u Candida utilis klesala a¥ p¥i kultivani teploté vys-
81 neZ 35°C, u kmene Torulopsis aZ pri teploté vyssi ne#
37 °C. Za optiméalnich podmfnek obsahovala nahromadéna
biomasa u obou kmenii vice neZ 55 0 dusikat¥ch latek.

Apamek, JI., Wectakoa, M., PriGapxosa, H., rpoc, &.:
HoBble TepmoTonepanTHble wTamMMbi ApPoOMIKed poctyiune
Ha ataHone. Keac. npym., 27, 1981, Ne 12, crp. 278 9280.

¥ aByx wMacwTaGHBHIX IITAMMOB npoxaen Torulopsis
ethanolitolerans |[RIFIS 235) w Candida utilis [(RIFIS
231}, NpoNYLUEHTOB KOPMOBHIX GeqBbKOB U3 CHHTETHYECKOTr O
STaHOAA, GBIIO HCCAEOBAHO BUIHSAHHE TEMMEPATYPH KY.b-
THBalMA B npenete 30—39°C Ha mapameTph pocTa, KOJH-
UECTBO A30THHIX BELIECTB H HYKJIGOBHX KHCJIOT B GHOMAacce
M Ha SKOHOMHUECKHE KO3(HIHeRTh Kyabrusanmit. B mpe-
fese  MCHOMBL3OBAHHEIX TeMNepaTyp KyJTHBamHil Harpo-
Moxnan mramM Torulopsis 70.1—76,8 0h 6womaces u Can-
dida utilis 60,2—70,5 %. Cneunduveckass ckopoets pocra
Candida utilis nOHHXanach NPH TeMuepaType BHICIIEN ueM
35°C a y mramma Torulopsis ToJbKO IpH TeMmiepaTtype
Boiciieii 37 °C. B onTHMainHEIX VCIOBHSX GHOMacca coaep-
Hala y obenx wTaMMoB Goibuie deMm 5505 azoTHLX Be-
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Adamek, L., Sestskova, M., Rybaiova, ., Stros, F.: New
Thermotolerant Yeast Strains Growing on Ethanol. Kyas.
prim. 27, 1981, No. 12, pp. 278—280.

The effect of cultivation temperature in the range
from 30 to 39°C on growth rates, contents of nitrogen
and nucleic acids in biomass and yield coeffitient was
studied in two pilot-plat strains of yeasts Torulopsis
ethanolitolerans (RIFIS 235) and Candida utilis [RIFIS
231}, producers of fodder proteins from synthetic etha-
nol. In the temperature range used the strain Torulopsis
accumulated biomass at 70.1 to 76.8 % substrate utilization
and Candida utilis at 60.2 to 70.5 % utilization. Growth
rate of Candida utilis decreased at cultivation tempera-
ture higher than 35 °C, while that of the strain Torulopsis
even at more 37 °C. At optimal growing conditions the
accumulated dry matter of both strains contained more
than 55 % nitrogen compounds.

Adamek, L., Sestikova, M., Rybarova, J., Stros, F.: Neue
Thermotolerante Hefestimmen wachsende anf Ethanol.
Kvas. prim., 27, 1981, & 12, s. 278—280.

Der Einfluf von Kultivationtemperaturen von 30 bis
30°C auf die Wachstumsparameter, die Gehalte von
Stickstoffsubstanzen und Nukleinsduren und die Produk-
tionskoeffizienten wurde in zwei Hefeproduktion-
stdmmen Candida utilis (RIFIS 231) und Torulopsis
ethanolitolerans (RIFIS 235), Produzenten von Futter-
hefeeiweif aus synthetischen Ethanol, studiert. Im Rah-
men der beniitzten Kultivationtemperaturen der Stamm
Torulopsis ethanolitolerans akkumulierte die Biomasse
unter 70,1 bis 76,8 % Ethanolbeniitzung und Candida utilis
unter 60,2 bis 70,5 % Ethanolbeniitzung. Die Wachstums
Geschwindigkeit erniedrigte sich bei Candida utilis bei
Temperaturen héheren als 35 °C, bei Torulopsis bei Tem-
peraturen hheren als 37 °C. Unter optimalen Kultivation-
bedingungen war der Gehalt von Sticstoffsubstanzen in
der Trockenmasse von beiden Stimmen hoher als 55 04



