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Mezi nejdidleZitéjSi rlstové faktory kvasinek,
oznatované také jako bios-faktory patfi latky ze
skupiny vitamin®i B, a to biotin, kyselina pantothe-
novd, inozitol, thiamin a pyridoxin a dale kyselina
seliny listové, kyselina p-aminobenzoova a ribofla-
vin). Mladina jich obsahuje zna¢né mnoZstvi, takZe
kvasnice jich maji zpravidla k dispozici dostatek.
Prfesto vSak se prokézalo, Ze i za téchto podminek
se syntézuji [16].

Biotin je pro pivovarské kvasinky esencidlnim
ristovym faktorem. Jsou viéi nému heterotrofni,
protoZe jej nedovedou syntézovat. Biotin je souCasti
nékterych ligdz, katalyzujicich inkorporaci nebo
pfenos CO,. Udastni se biosyntézy tukd a jak se
uvadi, sniZuje jeho nedostatek obsah mastnych ky-
selin s dlouhym fFetézcem (zejména Cis), zatimco
soucasné stoupd mnoZstvi kyselin s kratkym Fetéz-
cem. Biotin mé tedy vliv na sloZeni tukidi a protoZe
cytoplazmatickd membrédna i buné&nd sté&na kvasi-
nek obsahuje mj. i lipoproteiny, vede jeho nedosta-
tek k jejim zménédm a tim i k poruSe penetrace sub-
stanci do buiiky pravé tak jako k poruSe uvoliiovani
latek z builky do média. Proto je biotin pro kvas-
niénou buiiku dileZitym rastovym faktorem a pFes
nizky obsah tuku v pivovarskych kvasinkdch ma
zména syntézy mastnych kyselin a jejich sloZeni
vliv na aktivitu a funkci bunék. Ukézalo se, Ze pri
nedostatku biotinu nastdvaji zmény ve sloZeni kvas-
niénych sacharidd, nebot se v buné&fné sténé zvy-
Suje podil glukanu a sacharidi extrahovatelnych
kyselinou trichloroctovou a sniZuje podil mannanu,
coZ vede ke zvySeni aglutinadni schopnosti bun&k
[5].

Kyselina pantothenovd je komponentou koenzy-
mu A, ktery umoZiiuje v pFisluSnych enzymovych
systémech pfenos radikali €etnych kyselin a za-
sahuje tak do Ffady metabolickych pochodd, jako je
odbourdvani mastnych kyselin, terminédlni oxidacni
cyklus kyseliny citrénové, cyklus kyseliny glyoxa-
lové apod. PFi jejim nedostatku se pmd.lujuje lag-
faze a celkové se sniZuje rozmnoZovani, protoZe
vlastni syntéza nesta¢i. P¥i biosyntéze koenzymu A
kondenzuje kyselina pantothenovéd s cysteinem na
tzv. pantethein. P¥i jejim nedostatku pFech&zi pre-
bytedny cystein zfejm& na serin za soufasného
uvoliiovani sirovodiku, coZ bylo potvrzeno u kmeni,
které tuto kyselinu vyZaduji [4].
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Inozitol méa vliv na odd&lovani dcefinych bun&k
od matefskych. Pf¥i jeho nedostatku vznikaji svaz-
ky puéicich bunék, ve starSich kulturdch vysloveng&
shluky. Kvasni¢né buiiky v sobé& hromadi relativné
nejvétsi mnoZstvi tohoto vitaminu. Uvadi se, Ze ten-
to vitamin plisobi i na zvySeni kvasné schopnosti
[2].

Thiamin se ve formé& koenzymi G€astni Fady vy-
znamnych reakci vymény latkové. Nejdéle zndmou
reakci je dekarboxylace kyseliny pyrohroznové a
dale oxida¢ni dekarboxylace e-ketokyselin.

Pyridoxin je pojem biologicky, jemuZ odpovida
Géinek t¥i latek oznafenych jako pyridoxinova tri-
&da (pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin). Ve formg
pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxamin-5-fosfatu vystupu-
je jako koenzym predevsim p¥i transaminaci a de-
karboxylaci aminokyselin.

Kyselina nikotinova (niacin) pisobi vdzéana v nuk-
leotidech jako soudst enzymii a NAD a NADP pfi
exidoreduké&nich pochodech.

Riboflavin se uplatiiuje ve form& FMN a FAD jako
koenzym tzv. flavinovych neboli Zlutych enzymi
rovné? pfi oxidoredukénich reakcich. Vyznam Kkyse-
liny p-aminobenzoové v-metabolismu spocivad pfe-
deviim v tom, Ye je stavebni jednotkou kyselin
listovych, které se jako koenzym podileji na pfe-
nosu jednouhlikovych radik4ld.*)

PoZadavky pivovarskych kvasinek spodniho a
svrchniho kva3eni jsou odliSné. Spodni kvasinky se
déli na 4 typy vyZadujici:

I. pouze biotin

II. biotin a kyselinu pantothenovou

III. biotin a inositol

IV. biotin, inositol a kyselinu pantothenovou
Svrchni kvasinky vyZaduji je$t& thiamin a pyrido-
xin [3, 20]. Windisch [18] v3ak popird platnost dé-
leni spodnich a svrchnich kvasinek podle poZadav-
k@ na thiamin a pyridoxin. Pokud jde o kyselinu
nikotinovou, neni pro pivovarské kvasinky zpravidla
esencidlnim rfstovym faktorem. TotéZ se uvadi
i pro riboflavin a kyselinu p-aminobenzoovou [13].

PoZadavky na rlistové faktory jsou ovliviiovany
i teplotou. Jak zjistil Amaha [1], zvySuji se nepii-
mo umérné teplots. Nedostatek riznych faktorid
v médiu ovliviiuje i tvar obrovskych kolonii. Po-
dle pozorovani Weinfurtnera [15] projevuji se v za-

*) Rada praci potvrzuje mozZnost typizovat pivovarské kvasinky
podle jejich poZadavkil na ristové faktory [2, 3, 13, 18, 20].
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vislosti na rastovych faktorech rozdily mezi obrov-
skymi koloniemi Saccharomyces carlsbergensis a
Saccharomyces cerevisiae. Mezi flokulujicimi a ne-
flokulujicimi typy diference nebyly.

Schopnost kvasinek utilizovat aminokyseliny a
jiné organické dusikaté latky prostudoval a detail-
né popsal Thorne [19, 20]. PfevaZnou Céast spotfeby
aminokyselin (asi 70 %) kryji kvasinky pfimou asi-
milaci a témér cely zbytek desaminaci podle zndmé
Ehrlichovy reakce za vzniku vy38ich alkohold.
Sticklandiv mechanismus je v tomto pfipadé po-
mérné bezvyznamny. Kromé aminockyselin asimiluji
kvasinky. také peptidy, to po rozStépeni plisobenim
exopeptidazy; asi 11 % asimilovatelného dusiku
mladiny pochézi z peptidi. V neddvné dobé se pro-
blematikou asimilace aminokyselin kvasinkami za-
byvali Jones a Pierce [8, 7], Robbins a Farley [10],
Maule [8], Palmaqvist a Ayrdpdd [9]. Zjistili, Ze bg-
hem kvaSeni se jednotlivé aminokyseliny v' mladiné
asimiluji v ur¢itém pofadi, a Ze je lze roztFidit po-
dle miry asimilace a stupné utilizace kvasni¢nou
burikou. Pritom se predpokladd regulace vstupu
aminokyselin do buiiky pomoci permedzového systé-
mu. Palmgquist a Ayrdpdd uvadsji, Ze nejrychleji —
prakticky v rané log-fdzi — jsou z média vycCerpany
asparagin, glutamin, serin a threonin. Udaje ostat-
nich autort jsou s témito v praktické shodé&. V prvni
fazi kvasSeni museji byt naopak syntézovéany ty ami-
nokyseliny, které se mohou asimilovat — pravdé-
podobné z kompetiénich divodi — aZ pozdé&ji, a
dile syntézovany -ty, které jiZ byly z média odcer-
pany. Fyziologicka tloha uvedenych amidi je velmi
vyznamnd. Asparagin je snadno pfeveden na Kky-
selinu asparagovou, kterd se inkorporuje jak do py-
rimidinového, tak i do purinového skeletu, jejichZ
biosyntéza je diileZitym stddiem biogeneze nukleo-
vych kyselin. Do n&ho se véleiiuje rovnéZ glutamin
a glycin, jenZ vznika ze serinu. Glycin se na zacat-
ku kva3Seni neasimiluje. Zatim neni zndmo, zda
threonin mé podobnou fyziologickou tlohu jako se-
rin, nebot rovn&Z poskytuje glycin, ¢i zda jeho
rychla absorpce je prosté disledkem jeho struktur-
ni podoby se serinem. ReSeni otdzky kvalitativ-
nich a kvantitativnich poméra pri asimilaci amino-
kyselin v kvasici mladin& umoZiiuje bliZ8i pohled
do metabolismu pivovarskych kvasinek a lze u raz-
nych kmenti ofekdvat jisté diference. Naproti tomu
v ptipad&, Ze jde o utilizaci jedné aminokyseliny
jako zdroje dusiku v médiu, 1ze predpokladat u riz-
nych druh@i a kment ve vztahu k jednotlivym ami-
nokyselindm rozdily, které vS8ak nemusi byt vZdy ve
shod& s poméry v kvasici mladiné. Kvasni¢na kultu-
ra musi 'pr_ojit béhem tohoto procesu tfemi stadii:

1. desaminaci. aminokyseliny pro uvoln&ni amo-
niaku;

2. syntézou vSech aminokyselin poZadovanych
pro proteosyntézu za vyuZiti uvolnéného amoniaku:

3. integraci téchto aminokyselin do struktury

bilkovin.

Na rozdily ve schopnosti riiznych druht kvasinek
asimilovat jednotlivé aminokyseliny poukézal
Schultz a Pomper [12]. Streutker [13] se v tomto

pivovarské kvasinky a jejich typizaci

sméru pokusil zjistit kmenové rozdily u Saccharo-
myces carlsbergensis a Saccharomyces cerevisiae
a u pfibuzného druhu Saccharomyces uvarum. Zjistil
diference v zavislosti na teploté (5, 13,5, 25 a
30 °C). V tfadé pFipadd nedovedly kvasinky asimi-
lovat n&které aminokyseliny p#i 30 °C, zatimco pfi
nizkych teplotdch probihal tento proces v dosta-
te¢né mire. Podobné tomu bylo i naopak.

Ve své prdci jsme piesetfili pfislusnost 34 kmenf
pivovarskych kvasinek ze sbirky Vyzkumného tsta-
vu pivovarského a sladafského v Praze k jednotli-
vym biostypfim. Soufasn& jsme u Sesti vybranych
kmend sledovali moZnost vyuZit schopnosti utiliza-
ce aminokyselin jako jedinych zdroji dusiku v mé-
diu pro bliZsi charakteristiku kmeni. Pracovali jsme
s kmeny, jejichZ typizace na zdkladé Fady morfolo-
gickych, fyziologickych, biochemickych a sérolo-
gickych vlastnosti a jejich oznaceni a pfivod jsou
uvedeny v predchdzejicim sdéleni [21].

Pracovni postup spocival v sledovani ristu jednot-
livych kmen@l v syntetickych p@idach, jak komplet-
nich, tak i postradajicich urcity bios-faktor.

SloZeni kompletni kultiva¢ni pidy (ptda M):

gluk6za 10,0 g inozitol 250 mg
KH2PO4 0,55 g Ca-pantotendt 2,5 mg
KC1 0,425 g  biotin 0,025 mg
CaCl; . 2H:0 0,125 g thiamin HCI 0,5 mg
MgS0s.7H,0 0,125 mg pyridoxin HCl 0,5 mg

FeCl; . 6H20 2,5 mg dest. voda ad 1000 ml
MnSO:.4H;0 2,5 mg pH se upravi na 55
NH4S04 33 g

Pida A — bez Ca-pantotenatu

Pida B — bez inozitolu

Piida C — bez Ca-pantotendtu i inozitolu

Pida D — pouze s biotinem

Pida E — bez riistovych faktort

Piida M — kompletni

Inokulum se pfipravovalo po 24hodinoveé inkubaci
kmene na zakladni pidé bez ridstovych faktord.
Ockovalo se vZdy 0,5 ml inokula do 10 ml média
v Erlenmayerovych baiikdch obsahu 100 ml. Rust
se méfFil nefelometricky po 48 hodinach kultivace
pii 28 °C. JestliZe rlist na ptdé bez urCitého bios-
faktoru byl niZ3i neZ 50 % riistu kontrolni kultury
na kompletnim médiu, hodnotil se vysledek jako
poZadavek daného kmene na pfislusny biosfaktor.

Asimilace aminokyselin se sledovala v médiu stej-
ného sloZeni, pouze s tim rozdilem, Ze se jednotlivé
L-aminokyseliny pfiddvaly v mnoZstvi 0,8 mg N/ml
zdkladniho média (v piipadé DL forem dvojndsobna
davka) a predkultivace probihala 24 hodin ve sla-
dingé a potom stejnou dobu v médiu uvedeného sloZe-
ni, avdak bez zdroje N. Zaoc¢kovani a zptsob-kulti-
vace byl ve vSech- pfipadech stejny. Vysledky jsou
uvedeny v tabulkdch 1 a 2. 03

Jak ukazuje tabulka 1, patfi témér vSechny testo-
vané kmeny do I. skupiny, tzn. vyZaduji jake ne-
zbytny rhstovy faktor pouze biotin. Kmeny €. 70;
86 a 88 vyZaduji biotin a kyselinu pantotenovou.a
patfi tedy do II. skupiny. Pro kmen €. 77 je nezhyt-
ny jak biotin, tak i kyselina pantotenové a inozitol,
a proto je tento kmen pfFedstavitelem IV. -skupiny.
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III. skupina s poZadavky na pritomnost biotinu a
inozitolu v médiu zastoupena neni. Z vysledki je
tedy zFejmé, Ze prakticky vSechny kmeny s kom-
pletnim zkvaSovanim rafin6zy patfily do I. skupiny,
a Ze jsme se zde nesetkali s takovou rozmanitosti
bios-typli, jakou uvade&ji n&ktefi jini autori [3, 11,
14, 17]. Vyjimkou byly oba hybridy (. 86 a 838),
které zkvaSovaly rafinézu do 3/3 a souCasné& byly

Tabulka 1. PoZadavky zkouSenjch kmeni na ristové
faktory

zaFazeny do II. bios-skupiny. Kmeny &. 59, 70 a 77
zkva$ujici rafinézu z 1/3 patfily rozdilnym typhm,
a to kmen &. 59 k L. typu, & 70 k II. typua €. 77
ke IV. typu. :

V dalsim tseku prdce se sledovala schopnost
kmentl asimilovat jednotlivé aminokyseliy jako je-
diné zdroje dusiku v médiu. Pfedb&Znou zkouskou
bylo zji$téno, Ze kmeny neasimiluji lyzin, coZ je
za téchto podminek pro pivovarské kvasinky cha-
rakteristické. SetFeni v3ak bylo tfeba provést nejen
z kvalitativniho, nybrZ i kvantitativniho hlediska,

coZ predstavovalo praci ndro¢nou nejen Casove,
I nybrZ i na mnoZstvi pouZitych €istych aminokyselin.
(v mg susiny ve 100 ml) Bios Proto byl proveden priizkum pouze u n&kolika kme-

Rilst usr padt ]
Kmen :

u 6 kmenfi zaznamen4va zdvislost ristu na pfritom-
| 168 nosti jednotlivgch aminokyselin jako jedinych zdro-
* j& dusiku v médiu. 29 kmeni spodnich pivovarskych

87 76 78 86 80
88 3 166 48 48

} : ' ' ’ typ nt. Slo o dva typy Sacch. carlsbergensis doméciho
A B | il | E M | plivodu, ddle 0 dva kmeny zkvaSujici rafinézu z 1/3
, : ‘ ’ a 0 dva zmin&né hybridy.
1 | 210 | 196 | 194 | 190 4 | 220 I Z tabulky 2 je vidst, Ze za uvedenych pokusnych
2 | 210 | 218 | 202 | 202 4 | 210 I podminek jsou patrny zietelné rozdily jiZ za 24 ho-
3 174 172 184 154 4 186 I. : : s s : e 4 : .
1 190 | 200 | 196 | 200 4 190 I din kultivace. Nejrychleji byl asimilovdn aminodusik
7 | 206 | 196 | 196 | 174 3 | 206 L z asparaginu a kyseliny glutamové. Pomalu probi-
9 210 | 202 | 202 | 196 3 210 1. bala asimilace glycinu, velmi nizky byl rlist na
1(2) ;?(2) ;Ig ;?g ég i ;'ig i threoninu, a to i ve druhém dni kultivace a totéZ
31 202 | 192 | 190 | 196 3 206 3 glatllo ye zvysepe mife i 0 hlStldlnl{, ktery umoz-
32 186 | 192 | 186 | 190 18 186 1. iioval rést prakticky pouze u kmene €. 77. V porov-
33 174 | 150 | 140 | 142 5 186 I néani s ostatnimi projevily rozdilné rychlosti vyuZi-
i‘f }28 igg }g? }gg i 12113 i véni jednotlivgch aminokyselin pfedevS§im kmeny
42 196 | 196 | 196 | 202 4 202 I &. 77, 86 a 88. Je pochopitelné, Ze zde byly zazna-
43 196 200 174 190 4 194 1. mendany diference, protoZe §lo prakticky o druhové
44 | 186 | 120 | 125 | 126 3 185 I. rozdilné kmeny. Bylo by zajimavé sledovat tuto
45 196 160 162 168 3 202 I. a P ire s 4
= schopnost u kmeni s v&tsi podobnosti, tedy vyhrad
46 184 158 165 164 18 185 I. = s Al IR
47 184 | 156 | 173 | 164 4 178 I. né stejného druhu. Je jisté, Ze obraz asimilacni
56 165 = 125. | 115.1 122 3 165 E schopnosti kmen# je jiny, jde-li o médium obsahu-
57 | 194 | 174 | 184 | 192 | 24 | 196 L jici cely komplex aminokyselin, jako je pivovarska
4 o T T - 1= = mladina. Tato skute¢nost je zndma z odborné litera-
59 | 185 | 172 | 192 | 188 | 34 | 192 I. AR T g i
70 0 96 0 0 0 122 11, tury a jeji Setfeni u riznych kment otevird moznost
77 0 0 0 0 0 173 IV. jejich dalsiho bliZ§iho poznéni.
78 155 150 160 140 0 166 I.
80 165 165 162 160 0 169 L.
81 173 171 182 174 4 173 I. Souhrn
82 63 60 58 58 (1 S e 1. » -
83 170 120 168 | 162 2 173 i Clanek uvadi vysledky typizace 34 kmend pivo-
84 130 160 168 170 2 171 L. G 3 > : 1
86 3 | 166 3 3 o 35 IL varskych kvasinek podle poZadavkl na vitaminy a
0 L
0 I

=

Tabulka 2. Asimilace aminokyselin jako zdroje dusiku (uddvdno v mg suiny kvasniéné suspenze ve 100 ml kult.
pidy)

! Kultivace 24 hodin ’ Kultivace 48 hodin
kmen o e kmen
1 2‘59377186}88;112‘59\77{,86{,88

| 1 1 l ‘ 4 ? 7
kys. glutamova - 104 ] 96 | 120 102 | 146 | 48 | 150 |-158 | 184 | 288 | 172 l~194
kys. asparagové | 54 ‘ 54 87 | 54 | 142 12 | 137 | 146.-| 194 | 300 | 172 | 184
valin 68 | 44 | 12 | 30 | 114 4] 132 |140 | 162 ! 150 | 168 | 158
 izoleucin | 44 | 44s | 68 | 100 34 0 | 1427 ] 134 | 184 | 172 | 174 | 140
alanin 60 | 8 | 92 | 7| 106 0 | 154 | 164 | 214 | 218 | 172 | 154
methionin 60 @ 88 45 | 14 \ 24 0 | 155 1 170 |- 226-| 158 | 132 | ‘114
asparagin 137 | 140 | 150 | 158 | 176 | 0 | 184 | 184 | 196 | 230 | 194 | 192
glycin 39 38 | 28 0 42 | 0| 132 | 132 174 164 146 | 114
‘threonin 4| 8] 0 L W M 52 44 76 44
histidin 0o o i R 4 | ] 4 0
(NH,),S0, 4 4 12 4 | 146 | ‘18 | 184 | 164 202 i 164 | 160 | 154

- | ’ | 1 9 i |
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kvasinek vyZadovalo biotin jako jediny rlistovy
faktor. Ze t¥i kment, zkvasujicich rafinézu z 1/3,
jeden vyZadoval pouze biotin, druhy — biotin a ky-
selinu pantothenovou a tFeti — biotin, kyselinu
pantothenovou a inozitol. Dva hybridni kmeny vy-
Zadovaly biotin a kyselinu pantothenovou, tfeti —
pouze biotin. Jednotlivé kmeny se liSily rychlosti
ristu na jednotlivych aminokyselindch jako zdroji
dusiku. Nevhodné jako jediné zdroje dusiku se kro-
mé lyzinu ukézaly histidin a threonin.
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