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Ing. JOHANNA RYBAROVA, Ing. FRANTISEK 3TROS, CSc., Vyzkumny dstav krmivafského primyslu a sluZeb, Praha,
Doc. Ing. KAREL PECKA, CSc., VSCHT, katedra technologie ropy a petrochemie, Praha.

Riist kvasinek Candida wutilis z etanolu je stimulovan
pfidavkem malého mnoZstvi melasovych lihovarskych
vipalkil, pfitemZ se vyt&Znost kvasnitné sudiny z doda-
ného substratu zvy3uje a¥ o 10% [1]. Pfi zkouméni
piiznivého 6¥inku vypalkd bylo stanoveno, Ze znatny
podil na stimulaci vykazuje anorganickad sloZka, repre-
zentovani popelem vipalk®, ve kterém se nachazi Fada
prvki. Tato skuletnost vede k pFedpokladu, Ze vypalky,
resp. pope! vypalkf, zvySuje v Zivném médiu obsah
nékterych prvk( nebo dodava daldi, které se piiznivé
uplatiinji pFi asimilaci etanolu. V predchazejici praci
[2] bylo zji§téno, Ze pridavkem vypalkl se Zivné meé-
dium obohacuje o sodik, ¥elezo, mangan, hlinik, vapnik,
draslil, mé&d, zinek a hoitik. Bilan&nimi pokusy bylo
dokazano, Ze vétSina uvedenych prvkil je vyuZita kva-
sinkami pfFi stavb& bunétné hmoty, pouze sodik, vapnik
a hlinik ziistavaji z velké Zdsti v médiu. Stupefl vyuZiti
prvkd je ovlivnén pFitomnosti vypalkft v tom sméru, Ze
kvasinky kultivované s vgpalky obsahuji vice Zeleza,
manganu, drasliku a hoftiku a méné sodiku, mé&di, hli-
niku, vdapniku a zinku ve srovndni s kontrolnimi kva-
sinkami.

V daldi casti vyzkumu stimulagniho GZinku vypalkd
bylo sledovéno, kter§ prvek nebo prvky obsaZené v po-
pelu vypalkd se rozhodujicim zplisobem uplatiiuji pfi
riistu kvasinek z etanolu nebo jsou pro dan§y proces
nezbytné. V¢sledky v§zkumu jsou uvedeny v predloZené
praci.

MATERIAL A METODIKA

Mikroorganismus

Byl pouZit kvasniény kmen Candida utilis €. 48 ze
shirky VOKPS, Praha.

Piiprava a udriovani produkéniho kmene

Pro pokusné uely byla kvasniénd kultura vyhladové-
na nékolikandsobnym pasd¥ovanim v laboratornim fer-
mentorn v minimdlnim Zivném médiu. Kvasniéna bio-
masa odd&lend separaci se uchovavala ve formé& pasty
v chladnici pfi 5°C a v 7 aZ 10dennich intervalech byla

pripravovana &erstvd. Inokulafni pasta pro vlastni po-
kusy byla pFipravovdna Kkultivaci ve tfepacich barikach
v minimalnim Zivném médiu hezprostfedn& pfed po-
uZitim.

SloZeni minimélniho Zivného média

1 litr minimdlniho #ivného média obsahoval 054 g
(NH;),80;, 2,20g modoviny, 076g KH;PO,, 025g
MgS0,.7H;0 a 20 ml 90,67% ¢istého etanolu [tj. 148 ¢
abs. alkoholu}; k rozpoudténi Zivnych soll p. a. byla
pouZita redestilovand voda ze sklenéného pfFistroje.
Pfed doplnénim na kone&ny objem bylo upraveno pH
na 45 (5% H,SO, p. a. nebo 5% KOH p. a.) a pfidana
inokulani pasta v munoZstvi odpovidajicim 2 g kvasnié-
né sudiny, popfipadé byly divkovany zkou3ené latky.

Kultiva&ni postup

Kultivace byly provedeny v 500 ml varnych bankdch
opatFenych dvEma protilehlymi zafezy ve stdné ke zvy-
geni prestupu kysliku. Baitky byly pinény 50 ml Zivného
média, uzavieny uzdvérem z filtraénfho papiru a umisté-
ny na rotadni tfepatku, Rychlost rozpousténi kysliku,
stanovend sifiitanovou metodon, byla 220 mmol Oj/lh
pii 240 ot/min a teplotd 30°C. Kultivace byly vedeny
12 hodin.

Priprava rozteku pepela vypalki

2g popela ziskaného spdlenim zahuSténych melaso-
vych lihovarskych v§palkii v elektricke peci pri 500
a¥ 550°C bylo rozpuiténo ve 100ml konec. HCL p. a. a
doplnéno redestilovanou vodou na 250 ml.

P¥iprava roztokil zkouSenych prvki

Pro pFipravu roztokl jednotlivych prvkd hyly pouZity
jednoduché minerdlni soli vesmé&s p. a. a k rozpoudté-
ni byla pouZita redestilovand voda (fabulka 1).
Analytické metody

pH bylo mé&feno pH-metrem.

Susinag kvasniénéd biomasy: byla stanovena vaZkové po
filtraci 5 ml vzorku p¥es sklen&ny filtra€ni kelimek 54,
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po promyti dest. H;0 (2 X 10ml) a po dvou hodindch
3 i i o > e - e o
susent pti 105 °C. Tabulka 1. Piehled roztokd zkouSengch prokil
Etanol i
e - - - . . x ]‘4’ 1 Jk 'E
a) v kultivaénim mediu byl stanoven oxidometricky Prvek sal* r%:fotllj | o
po vydestilovani alkoholu do roztoku dvojchromanu
. R 5 ~ . i
draselného v konc. Hy50,; . - o l 1428 | 100
b) obsah alkoholu v ¢istém etanolu byl stanoven Na NaCl | l487 | 1000
» Ca CaCl,. 2 Hy0 3,662 1 000
pyknometricky. Mg MgS0,. 7 H,0 | 10,134 1000
P ey 4. 2 i per @ mm Fe ¥eCl, . 6 H,0 | 0483 100
Vytéinost: byla poditdna z ptirGstku kvasniéné susiny Zn ZuS0;. 7T HD i 0,044 10
6 1 vviadf v O hm. Cu CuS0, . 5 H,0 0,039 10
z dodaného etanolu a vyjadiena Yo L Moy, .7 HD e L
Stanoveni prokd v popelu vipalkd: bylo provedeno semi- lfbfo gggﬁnio;oﬂAHzo i g,‘u‘;gg ig
kvantitativn{ emisni spektrometrii a atomovou absorpl- Co CgSOfJHZO [ o131 10
ni spektrometrii (AAS]). Al AlCL; . 6 H0 0,089 10
Pb Ph30, | o022 5

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv popela vypalkii na riist kvasinek Candida utilis
z etanolu

Vliv pridavkit popela vypalki, resp. jednotlivych
prvkil nachazejicich se v popelu na rfist kvasinek, byl
sledovdn kultivacemi ve tiepacich baiikdch v minimal-
nim médiu, tj. v prostfedi s vylou€enim vediejich zdro-
jii zkouSenych prvkid. Pokusy byly provedeny s kvasnit-
nym kmenem podrobenym vyhladovéni vzhledem ke
zkouSenym prvkiim s vyjimkou drasliku a hofciku, kte-
ré jsou stalou soutdsti Zivného media.

Ve vzorku popela melasovych lihovarskych vypalku
pouZitém v této préci byly stanoveny metodami semi-
kvantitativnoi emisni spektrometrie a AAS tyto prvky:
K, Na, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Mn, Mo, B, Co, Al a PFbh.
Podle analyzy popela vypalk@i bylo vypofteno mnoZstvi
jednotliv§ch prvkili vndsenych do média optimalnim pri-
davkem popela (tabulka 2) a bylo sestaveno modelove
médium analogické minimdlnimu médiu s pfidavkem
popela. Optimalni piidavek popela vypalkil odpovidal
800 mg/l média a byl stanoven v diivéj§ich pokusech
[3]. U prvkd stanovenych semikvantitativni analyzou
(Na, Ca, Mg, Al, B a Pb) bylo zvoleno mnoZstvi, odpo-
vidajici pfibliZné st¥edu koncentratniho rozsahu.

V tabulece 3 jsou uvedeny vysledky kultivace kvasinek
na etanolu v minimélnim Zivném médiu, ddle vliv opli-
méalntho piidavku popela vypalkli a kultivace v mode-
lovém médiu. Vysledky jsou primérem hodnot ziska-
nych z peti nezévislych pokusl a jsou vztaZeny na
12hodinovou kultivaci, coZ je doba potfebnd k vyuZiti
dodaného substratu v médiu s pfidavkem popela vypal-
kii. V minimalnim #ivném médiu vykazovaly kvasinky
velmi slaby riist, ktery odpovidal vytéZnosti 26,4 %. Pi-
davkem popela se vyt&¥nost zvysila na 55,6 % a v mo-
delovém médiu byla 62,4 %.

Vliv zkou¥enych prvkd na riist kvasinek Candida utilis
z etanolu

Znatné zvyseni vytdZnosti, které bylo stanoveno v mo
delovém médiu, potvrzuje predpoklad, Ze ucinek popela
vypalkl spofivéd v dodini mineralnich latek, resp. né-
kterych prvkid. Popel vypalk obsahuje vedle typickych
biogennich a stopovych prvki dal3i prvky, jejichZ vy-
znam neni plné objasnén ve vztahu k tvorb& biomasy
nebo miZe byt spife negativni. K vytypovanl prvki nej-
a&inn#ii pasobicich na rist kvasinek z etanolu bylo
provedeno né&kolik sérii kultivatnich pokusd, pfi nicihz
byla pouZita eliminac¢ni metoda vyb&ru prvki, tj. z mo-
delového Zivného média byly postupng vylu€ovany
prvky nebo skupiny prvkili na zdkladg dosaZenych vy-
sledkii. V kaZdé pokusné Fadé byly kombinovany tf:
prvky a sloZeni média, u kterého byla stanovena nej-
vy38i vytéZnost, bylo pouZito jako zdklad pro dalSi prd-
ci; v ndkterych pripadech byla vzata v fvahu i jind
kritéria.

* viechny pouZzité chemikalie byly p. a.

Tabulka 2. MnoZistvi jednotlivgeh prvkid vndSenjch do
7ivného média optimdinim pfFidavkem popela vipalkil
{800 mg/l}

| | |
i |
Prvek | mg/l média ! Prvek mg/l média
i

draslik 228 olovo ‘ 0,356
sodik 35 zinek 0,336
vapnik 35 mangan 0,152
hoféik 3,5 molybden i €,136
hlinik 3,5 méd 0,0336
zelezo 1,273 kobalt 0,0266
bor 0,35

Tabulka 3. Vliv pridavku popela vypalkid na rist kva-
sinek Candida utilis z etanolu

Prirfistek SLET
Vyté t

Médium kvasniéné sufiny ¥ c:.nos

1 70

| g/

minimélini médium 3,89 26,4
minimélni médium s popelem vypalka 8,23 55,6
modelové médium 9,24 62,4

Tabulka 4. Vyslddky pokusné rady I.

V minimdlnim médiu byly obsaZeny K, Na, Ca, Mg, Fe,
Zn, Cu, Co, Al a kombinovdny Mn, Mo, B.

Vitsinosti kontrolnich kultivaci: Vy 25,29, V, 55,4 %.

1 | | 3 ‘
PR “ & | zV.
Médium Co Al Pb | ;{ ZO‘I’ 1 | = 2
i /0 o Jo
i ‘ | |
[ ' | | i
1 [+ + 4 I 623 371 | 69
2 [+ | = 673 | 42l 119
3 + - 1+ 598 | 346 | 44
4 | - + | 66,0 40,8 106
5 [ s — l — | 640 | 388 | 86
6 oo~ L = e6s 414 | 112
7 o~ b+ e1a | 362 | 60
8 e e | 648 | 396 | 94
| | i

Visledky kultivaénich pokusii jsou uspofadany v tu-
bulkdch 4 aZ 12, Zajiiténi stejné kvality inokulaéniho
materidlu pro dlouhodobé pokusy je obtiZné i pPes za-
chovéani zvolenych podminek jeho piipravy. Aby byly
vysledky v tomto sm&ru co nejméné oviivnény, byla
v ka¥dé pokusné Fadd nasazovdna kontrolni kultivace
v minimalnim #ivném meédiu (kontrolni kultivace €. 1.
Pro porovnéani vlivu prvki vzhledem k vlivu popela vy-
palkit byla dale provadéna Kkontrolni Kkultivace &. 2
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Tabulka 5. Visledky pokusné rady II.
V minimdlnim médiu byly obsaieny K, Na, Ca, Mg, Fe,
Zn, Cu, Co, Al a kombinovdny Mn, Mo, B.

Vytéinosti kontrolnich kultivaci: Vy 24,6 %, V, 53,5 %.

o [ i |
M‘“gﬁ“’“ Mo | Mo | B \ v 2V Xy
| | o /0 /0
i | | i
2 % + | 650 40,4 11,5
9 i it } + | s | 61,6 37,0 8,1
10 + 4 = | o+ | se46 40,0 11,1
11 -+ o+ ] 569 32,3 34
12 I« ] = | = 62,2 376 8,7
13 EN — | 366 32,0 3,1
14 I + | 542 29,6 0,7
15 | - = - | 512 | 32,6 3,7
] | 1

Tabulka 6. Vysledky pokusné iady I11.

V minimdinim médiu byly obsafeny K, Na, Ca, Mg, Fe,
Zn, Cu a kembinovdny Mn, Mo, B.

Vgtéinosti kontrolnich kultivaci: V, 26,2 %, V, 53,2 %.

] T i

; | |
Medem | M2 | Mo | B - s ’ 2%

il | | ‘o /0 /0

[ 1 1 ] [
8 I+ | $ | 640 | 378 10,8
16 I+ |+ = 6L4 | 352 82
17 boown = + 657 | 395 12,5
18 o= 4 63,7 | 315 | 105
19 |+ s ke 640 | 378 | 108
20 o] + - | 39 i 377 10,7
21 - - Lo+ esa 425 | 155
22 - — i = 64T l w5 | 115

| | i

Tabulka 7. Vysledky pokusné rady IV.

V minimdlnim médiu byly obsaZeny K, Na, Ca, Mg, Zn
a kombinovdny Fe, Cu, B.

Vytéinosti kontrolnich kultivaci: V, 25,3 %, V, 550 0.

|
Médium E F ‘ v zv, | zv
& Be | ® | W % % 1 %
1 |
21 + o ; + ‘ 66,4 41,1 | 114
22 + + | = | 685 43,2 13,5
23 5l — |+ 6% 44,3 14,6
24 + — I ] e 378 | 81
25 e 4 i s 22,7 —~26 | —323
26 e A 23,5 ~18 | —315
27 = - | + | =35 18 | —315
28 | — | = | 241 — Lz | — 3009
|

Tabulka 8. Vysledky zkrdcené pokusné Fady IV.

V minimdlnim médiu byly obsaZeny K, Na, Ca, Mg, Fe,
Zn a kombinovdny Cu a B.

Vitéinosti kontrolnich kultivaci: V, 26,4 %, V, 54,0 %.

| | |
5 | I
Médﬁium Cu | B | X Zc;‘-‘rl %Yz

o | /0 /o g
21 1 + { + 65,6 39,2 11,6
22 | + { — 66,5 40,1 12,5
23 | — | + 70,2 43.8 16,2
24 | - ‘E - 63,4 37,0 9.4

|

v minimdlnim Zivném médiv s pFidavkem popela v¢-
palkl. V3echny kontrolni a pokusné Kultivace byly ve-
deny nejméné ve tfech paralelnich baiikdch. V1iv prvka
byl posuzovdn jednak hodnotou zvySeni vytéZnosti ZV,
ve srovndni s vytéZnosti V; kontrolni kultivace ¢&. 1,
jednak hodnotou zvySeni vyt8Znosti ZV, proti v§téZnosti
V, kontrolni kultivace €. 2.

a) Pokusnd rada I. V této pokusné Fadd byly zkou-
Seny kombinace Co, Al a Pb v kompletnim modelovém
médiu (€. 1, fabulka 4). Je zajimavé, ¥e v nékterych
pfipadech byly dosaZeny vysoké v§téZnosti v pFitom-
nosti Al a Pb; napf. v médiu & 4 bylo ZV, 106 % a
v médiu & 6 11,2 %.

b) Pokusnd Fada II. Pro tuto Ffadu bylo zvoleno mé-
dium €. 2, které poskytlo nejlepsi vysledek a byly
obméiovdny prvky Mn, Mo a B. Z fabulky 5 je vidét
zfejma zdvislost vytéZnosti na pfidavku Mn; v médiich,
v nichZ tento prvek chybi, nepfesahuje vyt&Znost 60 %o.
Za pritomnosti Mn byly ziskdny hodnoty ZV, 8,1 aZ
115 %, bez Mn ZV, 0,7 a# 3,7 % bez zietele na zastou-
peni Mo a B. Pfidavek B se projevil pfiznivé v pfitom-
nosti Mn [médium & 2 se ZV, 115% a & 10 se 2V,
11,1 %).

c¢) Pokusnd fada III. V médiu €. 8, tj. s vyloucenim
Co, Al a Pb byly kombinovany opét prvky Mn, Mo a B
(tabulka 6). Nejvys§i vyttZnost byla stanovena u média
g. 21 bez piidavku Mn a Mo v pfitomnosti B, a to
68,7 %, odpovidajici ZV, 15,5 %. V této pokusné fadd
nebyl pozorovan stejn§ vztah mezi vyt&Znosti a pridav-
kem Mn jako v Fad& II. Priznivéj3i afinek vykazoval B
bez zfetele na Mn a Mo, jak je vidét z hodnot zvyseni
v§tdéZnosti u média & 8 se ZV; 10,8 %, & 17 se ZI7;
125% a & 21 se ZV,; 15,5 0p.

d) Pokusnd fade IV. Jednoznatnd zdvislost ristu kva-
sinek na p¥itomnosti Zeleza v médiu vyplyva z vysled-
kil této pokusné tady (tabulka 7), v ni¥ byly zkouSeny
kombinace Fe, Cu a B v médiu & 21. V nepfitomnosti
Fe (média & 25, 26, 27 a 28) rostly kvasinky velmi
§patnd bez zFetele na zastoupeni dalSich zkou3enych
prvki a pPfsluiné ZV, se pohybovaly od —32,3 do
30,9 %. V médiich s pfidavkem Fe byla stanovena
zdvislost vyté#nosti na kombinaci prvkd Cu a B. Nej-
lepsi vysledek ZV, 14,6 % poskytlo médium & 23 bez
pfidavku Cu za pritomnosti B. Vysoké ZV, 135 % byle
dosaZeno s opatnou kombinaci prvkdl (médium &. 22).
NiZ% vyts¥nosti byly nalezeny v pritomnosti Cu a B
(médium & 21 se ZV, 11,4 %) a bez obou prvkd (mé-
dium &. 24 se ZV, 8,1 %).

JelikoZ vysledky kultivaci v pFedchézejici Fadé (111}
vykazaly opafnou zavislost vyt&Znosti na pfitomnosti B
neZ v fadé IV., byl vzdjemny vztah Cu a B na rfist kva-
sinek sledovdn v daliich tfech samostatnych pokusech
a z jejich vysledkil byly vypofteny primérné hodnoty,
které jsou uvedeny v fabulce 8. Vztahu mezi Cu a B
byla vénovana zvy¥end pozornost z divodd eventudlni
aplikace vysledkii pfi kultivacich ve vétSim métitku at
v laboratornich fermentorech & v provoznich podmin-
kédch, nebot bylo zji§téno, Ze v téchto piipadech je
nutno pod&itat vzdy s pfitomnosti vE&tSiho mnoZstvi Cu
v kultivaénim prostfedi korozi fermentafniho zafize-
ni. Vysledky v tabulce 8 potvrzuji, Ze optimalni sloZent
vykazuje médium & 23 bez Cu a s p¥idavkem B, dosa-
¥ené ZV, bylo 16,2 %. OpaZnd kombinace zpisobila ZV,
12,5 %, tj. také vy3si hodnota neZ v pFitomnosti obou
prvkdt (ZV, 11,6 %] nebo bez nich (ZV; 94 %]). Ze
zji¥ténych zdvislosti vyplyvd, Ze v pfitomnosti Cu st
piidavek B neprojevuje piiznivé, proto byl B z uvede-
n§ch davodd z dal3ich pokusi vylouden.

e) Pokusnd fada V. a VI. V téchto pokusnych Fadédch
byl sledovan vliv prvkii K, Na, Ca a Mg. V fabulce 3
jsou uvedeny vysledky ziskané kombinovanim X, Na a
Mg v médiu & 22, Hodnoty vgtéZnosti jsou velmi vyrov-
nané, prifem# ZV, vitsinou piesahuji 10 %. PFi vybéru
média pro dalsi praci byl vzat v dvahu pomér mnoZ-
stvi tdchto &tyf prvkd ddvkovanych do 1 litru minimél-
niho média k mno¥stvi, které je vnéSeno popelem vy-
palkii, resp. které je modelovano piidavkem roztokll
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Tabulka 9. Vysledky pokusné rFady V.

V minimdlnim mediu byly obsaieny Ca, Fe, Zn, Cu a
kombinovdny K, Na, Mg.

Vitéinosti kontrolnich kultivaeci: vV, 21,3%, V, 48,8 %.

Médium v zv, V.
‘. E Ha Mg % % %
] T T

22 e | + 606 | 393 | 118
29 + |+ 609 | 306 | 121
30 | o+ | - + 60,9 39.6 121
31 | s | 4 EE 60,5 39,2 11,7
2 [ o | I £ 60.9 39.6 121
33 SN + 60,4 39.1 116
34 - + Z 59.7 38.4 109
35 AR (i = 60,0 38,7 112

Tabulka 10. Visledky pokusné fady VI.

V minimadlnim médiu byly obsaZeny Fe, Zn, Cu a kom-
binovdny K, Na, Ca.

Vitéznosti konfrolnich kultivaci: Vy 25,5 %, V, 54,3 %.

] 1 |
Médium | K Na Ca v zv, ZV,
PR % % %
]
29 + + ot 63,5 38,0 9,2
36 + 4 % 61,4 359 7,1
32 + — & 65,2 39,7 10,9
34 — -+ —“+ 69,7 44.2 15,4
37 -+ — — 63.6 38,1 9,3
38 — + — 63,5 38,0 9.2
35 - — 4+ 59,3 33.8 5.0
39 — — - 61,6 36,1 7.3

Tabulka 11. Visledky pokusné rady VII.

V minimdinim médiu byly cbsa’eny Na, Ca, Fe a kom-
binovdny Zn, Cu, Mn.

VytéZnosti kontrolnich kultivaci: Vy 18,3 %, vV, 48,1 %:

Médium Zn Cu Mn ZV, Zv,
& I % %
40 & + 4 61,6 43,3 13,5
34 + + &t 62,1 43.8 14,0
41 =it 225 o 65,7 474 11,6
42 - + + 47,2 | 289 —09
43 + — — 64,1 45,8 16,0
44 w A [ == 51,8 33,5 37
45 = - |+ | 386 20,3 —95
16 = — 1 — | 365 18,2 | — 11,6

Tabulka 12. Vgsledky pokusné rady VIII.

V minimdlnim médiu byly obsafeny Na, Ca, Fe, Zn a
kombinovdny Mg, Cu, Mn.

Vigtéingsti kontrolnich kultivaci: Vy 20,0 %, V, 50,2 %.

Médium Mg Cu Mn v ZV, i ZV
& % % %
|
| |
47 + + + 68,6 48,6 18,4
31 . + — 63,3 43.3 13,1
48 + o + 66,1 46,1 15,9
40 —- 4 -+ 64,2 44,2 14,0
49 -+ - — 65.2 45,2 15,0
34 — -+ — 64,5 44.5 14,3
41 — - -+ 66,8 46,8 16,6
43 | — — - 65.2 45,2 15,0
|

pfisludnych prvkid. MnoZstvi K vnaSené popelem zvy-
Suje jeho obsah v médiu dvojndsobn® (z 217 mg na
455 mg K). Na a Ca se v minimalnim médiu nevysky-
tuji a jejich pridavek 35mg je podstatny.  PFiddvans
mnoZstvi 3,5mg Mg je vzhledem k obsahu v miniméal-
nim meédiu (25mg) velmi malé. Proto bylo pro daldi
pokusy zvoleno médium bez pfidavku Mg, ve kterém
byly kombinovany K, Na a Ca.

VytéZnosti dosaZené v pokusné ¥ad& VI. (tabulka 10)
jsou na rozdil od vysledkii pokusné Fady V. vice ovliv-

nény pritomnost! kombinovanych prvki. Nejlepdi vyj-
sledek byl ziskdn s médiem & 34 bez p¥idavku K, do-
saZené ZV, odpovidalo 15,4 %. Priznivy vliv na rist kva-
sinek lze pozorovat ddle u médii obsahujicich Ca. Po-
rovnaji-li se vZdy dv& stejnd média 1liSic se pouze p¥i-
tomnosti Ca (média & 29 a 36, €. 32 a 37, ¢. 34 a 38,
¢. 35 a 39), je vidé&t, Ze ve tfech pfipadech jsou vytéz-
nosti u médii s Ca vyssi.

f) Pokusnd Fada VII. V pokusné fad# VII. byly kombi-
novany prvky Zn, Cu a dale Mn, jehoZ pFidavek posky-
toval nékteré velmi dobré vysledky v prvnich pokusech.
Vysledky kultivaci (tabulka 11) ukazuji pFiznivy vliv
Zn na rist kvasinek. Pfidavek Zn do médii & 40, 34, 41
a 43 poskytl ZV; 13,5 aZ 17,6 %. D4ale je patrnd uréitd
z4vislost mezi Cu a Mn v pfitomnosti Zn, podobnd vzta-
hu mezi Cu a B. Nejvy33l vyt&Znost byla nalezena v meé-
diu €. 41, tj. s pfidavkem Mn bez Cu [ZV, 17,6 %). Bez
pfidavku obou prvkG byla hodnota ZV, rovnéZ vysoka,
a to 16,0 %. Ponékud niZ%i vyt&¥nosti byly zaznamena-
ny v pPitomnosti Cu bez Mn, ZV,; 14,0% v médiu & 34
a s ob&ma prvky, ZV, 13,5 % v médiu &. 40.

g) Pokusnd fada VIII. V posledni pokusné Fad& byiy
sledovany kombinace prvkii Cu, Mn a Mg v médiu & 47
(tabulka 12). Opé&t se projevil stejny vztah mezi Cu a
Mn jako v predchézejici pokusné Fads, bez zfetele na
pridavek Mg. Lep3i vysledky poskytovala média obsa-
hujici Mn [médium & 48 se ZV, 15,9 % a médium & 41
se ZV, 16,6 %) neZ meédia s pFidavkem Cu [(médium
. 31 se ZV, 13,1 % a médium & 34 se ZV, 14,4 %). V mé-
diich bez Mn a Cu bylo dosaZeno ZV; 15,0 % (médium
€. 49 s pridavkem Mg a médium ¢. 43 bez pridavku Mg].
Av3ak znafn¢ vliv pFidavku Mg na zv¢Seni vyt&Znosti
byl zaznamen&n v médiu € 47 obsahujicim Cu a Mn,
u kterého hodnota ZV, dosdhla 18,4 % na rozdil od hod-
noty ZV, 14,0% v médiu &, 40.

Témé&t viZechny zkouSené kombinace sledovanychn
prvki zpisobily zv§3eni vytéZnosti proti kontrolnim
kultivacim vedenym v minimalnim Zivném médiu, tj.
viechny hednoty ZV, byly kladné s vyjimkou pokusq,
u nichZ bylo z média vylou€eno Fe. Ddle bylo zjisténo,
Ze pridavky jednotlivych prvkd v rfiznych kombinacich
rovngZz vykazovaly vE&tSi Géinek na riist nef pridavek
popela vypalkQi, coZ ukazuji hodnoty ZV,, které byiy
ve vetSiné takeé kladné, kromé& pokusit s vylou&enim
Fe nebo Zn. Nejvy3si zvySeni vyt&¥nosti, ZV, 184 W,
bylo dosaZeno v minimAlnim Zivnhém médiu s pfFidav-
kem Na, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn a Mg [(médium &. 47). Obsah
sledovanych prvki v 1 litru tohoto média: 217 mg K (ze
zdkladniho Ziveni), 28,5mg Mg (ze zdkladnfho Ziveni
a pfidavek 3,5mg), 35mg Na, 35mg Ca, 1,272mg Fe,
0,336 mg Zn, 0,0366 mg Cu a 0,152 mg Mn.

Vétsina téchto prvkii, Fe, Zn, Cu a Mn, patfi mezi
obecn& zndmé stopové prvky a jejich vyznam pro mikro-
bidlni metabolismus je hlavn& v aktivaci rtiznych enzy-
mil. Fe aktivuje cytochromovy systém a citratovy cyklus
[4] a je nutné pro rast kvasinek Saccharomyces cere-
visice a Torulopsis utilis [5, 6]. Nezbytnost Fe pro rfist
kvasinek Candida utilis z etanolu byla potvrzena, nebot
za jeho nepfitomnosti byly vysledky stejné jako v mi-
nimédlnim médiu. Znaéné zhorSeni riistu nastalo také
pri vylouteni Zn, ktery je sou&asti alkoholové dehydro-
genazy [7] a kromé& toho, Ze zvviuje rost [8], zvy3uje
také obsah proteind v biomase [9].

Dal¥l stopové prvky, Cu a Mn, nemajl na sledovany
proces tak vyrazny viiv jako Fe a Zn, nebof za jejich
nepfitomnosti bylo dosaZeno rovnéZ dobrych vysledki,
vyjddeno hodnotou zvyZeni vy¢tdZnosti ZV, 150 aZ
17,6 %. PoZadavky na mnoZstvi Cu leZi pro mnohé mikro-
by velice nizko [4], pro Torulopsis wtilis byl stanoven
nutny pi¥idavek 3 pg Cw/l [5], coZ je mnoZstvi 10krat
nizsi neZ v médiu optimédlniho sloZeni (&. 47). Je prav-
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dépodobné, #e stopy Cu se nachdzely i v minimdinim
médiu, nebot nebyly provedeny Z&dné specialni tpravy
k absolutnimu odstranéni sledovanych prvki. Piitomn-
nost Mn v malém mnoZstvi stimuluje rist kvasinek [10]
a podobn& jako Zn ovliviiuje Mn akumulaci bilkovin
v buiikdch [9]. Naopak podle vysledkdl jinych autaru
nemé Mn na rast kvasinek Zddny vliv [5]. Zde je tfeba
zminit se také o priznivém a&inku B, jehoZ pfitomnost
v médiu obsahujicim ddle pfidavek K, Na, Ca, Mg, Fe a
Zn, umoZnila dosaZeni ZV, 16,2 %. AvZak vedle tohoto
piiznivého vlivu byl zjiitEn antagonisticky dZinek mezi
B a Cu, proto nebyl B ddle pfidavan. Podle literatury
B bud nema na vytdZnost kvasinek Zddny vliv [B],
nebo piisobi negativng a sniZuje dédle obsah dusiky,
resp. proteinfi v kvasnitngch buiikdch [9].

Zbyvajici prvky, které podporuji maximalni zvyieni
vytgZnosti biomasy z etanolu, Ca, Na a Mg, se Fadi mezi
biogenni prvky. Pfesto, Ze Mg je stdlou souéésti mini-
mdlntho média (25 mg Mg/l1), jeho piidavek 3,5mg se
projevil piiznivé. Mg je obecny enzymovy aktiviter
[11], aktivuje napf. glutaminsyntetdzu krmnych kvasi-
nek Candida tropicalis [12]; ve vztahu k utilizaci eta-
nolu mé nesporny vyznam, jelikoX je kofaktorem dile-
¥itfch enzymi, acetylCoA-syntetdzy a izocitritdzy [13,
14]. O vyznamu Ca pro kvasinky se vyskytuji proti-
chfidné tdaje. Priznivy vliv na riist byl stanoven
u Saccharomyces pastorianus [8], Saecch. cerevisiae [15]
a Sacch. carisbergensis [16]. Na druhé strang bylo zjis-
téno, Ze nemd #adny vliv na vy§t&Znost kvasinek (5], je
netoxicky [17] nebo lehce inhibuje [18, 19]. Pro kva-
sinky Candida utilis rostouci z etanolu se piidavek vap-
niku projevuje piiznivd, nebotf sniZuie tvorbu kyseliny
octové [20]; kyselina octovd se tvofi jako vedlejsi ne-
zadouci metabolit p¥i asimilaci etanolu [21]. Ulcha Na
pfi tvorbg kvasniéné biomasy neni zcela jasna. Podob-
né jako jiné jednomocné ionty (K, Rb, NH, a Cs) sti-
muluje Na aktivitu fosfatdz, ale pisobi jinak neZ napf.
K; pro rozmnoZovdni kvasinek mé& byt draslik v pre-
bytku proti Na [22]. PFi vyuZiti etanolu pro rist kva-
sinek Candida utilis bylo v nékterych pfipadech rovnéZ
pozorovdno sniZeni tvorby kyseliny octové v pEitom-
nosti Na [3].

Provedenymi pokusy byly urfeny prvky, kieré se po-
dileji na stimuladénim uG¢inku popela vypalkl pri tvor-
b& biomasy kvasinek Candida utilis z etanolu, pfi€emZ
bylo zji¥téno, ¥e udinek vybranych prvkd (zndzornény
vyt8Znosti 68,7 % v médiu & 47) byl vy35 nei vliv
viech prvkil stanovenych v popelu vypalkd {vyt&Znos!
62,4 % v modelovém médiu). Podobng& stimulace riistu
smési prvkd modelujici médium s pFidavkem popela
byla vét$i neZ afinek pridavku samotného popela vy-
palkd ([vyt&Znost 55,6 %, fabulke 3). Rozdil mezi vytéz-
nosti dosaZenou v médiu s pPidavkem popela vypalkd
a v modelovém médiu miZe byt zplschen jednak tim,
Ze koncentrace nékterych prvkid (Ca, Na, Mg, Al, B a
Pb) v modelovém médin neni totoZnd s koncentraci
téchto prvkil doddvanych do média ve formé popels a
jednak popelem mohou byt do média vnajeny jesle
daldi prvky, které nebyly zjist€ény pouZitymi analytic-
kymi metodami. Podstatné vSak je, Ze zastoupeni prvkid
v modelovém médiu je pro riast kvasinek z etanciu
vhodn&jsi a Ze se podafilo daldi dpravou, resp. vylouce-
nim n&kterych prvkd z modelového média, dosp&t k opii-
mélnimu sloZeni, které poskytlo vysokou v§tdZnost
v danych kultivatnich podminkach.

Poznatky o vlivu prvkd na riist kvasinek Candida
utilis z etanolu, ziskané v minimélnim Zivném médiu
s kvasnifnym kmenem podrobenym vyhladovéni vzhle-
dem ke sledovanym prvkim, jsou zvldsté cenné pro per-
spektivnl vyrobu krmného droZdi postupem Kkontinudl-
ni kultivace s recirkulaci odseparovaného média. Za

téchto podminek se prvky postupné vycerpavaji, pokud
nejsou souddsti Zivnych soli a jejich nedostatek miuZe
byt jednou z pFitin zhorSeni parametri kultivace. Podle
ziskanych znalostl o vlivu prvki bude moZno predejit
jejich nedostatku vhodnou tipravou Ziveni s pFihlédnu-
tim k dal3im zjist8nym skutednostem, pfedeviim k uvol-
flovani ndkterych prvkd do Zivného média korozi fer-
mentaéniho zafizeni a také k obsahu nékterych prvkd
ve formé doprovodnych ned&istot technickych Zivngch
soli a pomocnych latek.
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Rybatova ]., Stros F., Pecka K.: Kultivace kvasinek

Candida utilis na etanolovém substratu II. Vliv nékie-

rych biogennich a stopov§ch prvkii na riist pFi kulii-

vaci ve tfepacich baiikach. Kvas. pram. 24, 1978, &. 9,

s. 202—207.

Kv. pram., 22, 1576, s. 153.
Kvasinky, SVTL, Bratislava,

Riist kvasinek Candida utilis z etanolu je stimulovan
pfidavkem popela melasovych lihovarskych vypaikd.
V popelu vypalkdl byly stanoveny metodou semikvanti-
tativni emisni spektrometrie a AAS prvky K, Na, Ca, Mg,
Al, Fe, B, Pb, Zn, Mn, Mo, Cu a Co. Kultivaénimi pokusy
v minimdlnim Zivhém médiu s vyhladovElou kvasnic-
nou kulturou byly vytypovany prvky, které se podileji
na stimula¢nim uac¢inku popela vypalki. Ze stopovych
prvkl se uplatiiuji hlavné Fe a Zn, z biogennich prvki
je nutnd pritomnost Na a pfedev3im Ca; pfidavek Mg
se projevuje hlavné za soucasné piitomnosti Cu a Mn.
Provedenymi pokusy byl podpofen piedpoklad, ze pti-
znivy dcfinek popela vypalk@i na riist kvasinek Candida
utilis z etanolu =zéleZi v dodani, popripadé zvyseui
prvki, které jsou pro dany proces potfebné. Vysledky
o vliva prvki, ziskané v danych kultiva¢nich podmin-
kdch, bude moZno pouZit p¥i optimalizaci Zivného pro-
stfedi pro kontinudlni zpfisob vyroby krmného droZzdi
s recirkulaci odseparovaného média.

Puidapkosa, E. — Ilrpoc, ®. — Menka, K.: KynsTupanus
apoxkedi Candida uiilis B 2TaHOJ0BOII cpeme. 2-as 4acTb.
BaAHfiHHE HEKOTOPbLIX GHOTEHHBIX M PACCEsHHBIX 3JEMEHTOB
Ha PA3MHOMCHHE APONIKEH, PA3BOJMMbLIX BO BCTPAXHBAEMSBIX
koaBax. Keac. npym. 24, 1978, Ne 9, crp. 202—207.

Paszunomxenne npowixed Candida utilis, KyJapTHBHPOBAH-
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HEIX B 3TAHOAOBOI Cpele, MOMKHO CTHMYJHPOBATh OYTEM
JlofaBKH B cpely leneas natodHoil Gapnwl. [Toayroau-
YECTBEHHBIT METOJ, aHaaH3a ¢ [OMOWBIO 3SMHCCHOHHOM
crnexTpodOTOMETPHHE I JajsHeHliee U3yUeHHe COCTaBa ferne-
as ¢ AAC nokasanm, 4TO B HeM HAXOIATCA CJASIVIOUIHC
AEMOHTBI: KAJIHH, HATPHil, KaJbLili, Marduil, aj loMuHmHil,
Aeaezn, O0p, CBHHEN, ILHHK, MapraHcl, MOJHGIeH, Meib H
koGanst, CTHMYJIHPOICHNLEE BJHSHIC OTNENBHBIX 3JCMEHTOR
OUPEIeNiaI0ch IKCIePIMEeHTaAbH0 NOCPeICTBOM Pa3BelcHHs
TOJOAEIOLINX JIPOMAKell B cpeje ¢ MHHHUMAJLHBIMH IHTA-
TeapHbpIMN cBoficTpamu. HanGosee sdderrusno aeiicrsyior
JKene3o W OHHK, OTHOCHLUNeCH K TpYIIe PACCeAHHHIX 3.e-
MeHTOB. M3 GHOrCHHBIX 3JEeMENTOB HeoOXOMNMBIM SBJISETCH
NPHCYCTCTBHE HATPHA, a B 0COOCHHOCTH Kaabiusa. Bausuue
mMarnus OOHapyXHBaeTCd TJaBHLIM 00pasoM [OPH  VCJIO-
BHH TPHCYTCTBHa MeAn I Mapranna. M3 pe3yibTaTtoB u3y-
YeHHA BHJIHO, 4T0 1o0aBKa neneds Gapisl JaeT JIpoXKam
Candida utilis, pasBOJAHMBIM B 3T4HOJIOBOIl Cpeje, 3JeMeH-
Thl HeOOXOAHMBIE A5 Mpouecca HX PasMHOMKEHHS WJAH yBe-
JHYNBAST COAEPRAHHC TAKHUX 27IeMEHTOB B NHTATeALHOH
cpele, Boise/lenEbie 3aK/0UEHNS MOTYT ObITh HCIIOJB30BANE
Anf ONTHMH3AILHH COCTaBa MHTATENBHON Cpeisl Ha 3aBO-
JdX, H3rOTOBJSIOLHX KODMOBLIE JIPOM:KH B YCTaHOBKEX
HEeTIpepBIBIOTG  JeHCTBHS € DPEUHPEYASUHed TNHTaTeThEO#H
cpe/ibi.

Rybafova J., Stros F., Pecka K.: Cultivating Candida
utilis Yeast in Ethanol Substrate. Part II. Effects of
some Biogenic and Trace Elements on the Propagation
Rate of Yeast Cultivated in Shaking Bottles. Kvas. pram.
24, 1978, No. 9, pp. 202—207.

The growth of the Candida utilis yeast cultivated in
ethanol substrate can be stimulated by ash of molas-
ses distillation residue. By applving semiquantitaiive
emission spectrophotometry and AAS the following
elements K, Na, Ca, Mg, Al, Fe, B, Pb, Zn, Mn, Mo, Cu
and Co in the ash were determinated.

In series of experiements carrigd out in minimal
nuirilive medium with starved yeast culture were se-
lected elements with stimulating effect. Of trace ele-
ments the most effective are Fe and Zn and from the

group of biogenic elements Na and especially Ca are
very important; Mg is efficient mainly if Cu and Mn
are present. It can be assumed, that beneficial effsct
of ash on Candida utilis yeast culiivated in ethaifsl
substrate consist in supplying or increasing of elements
with stimulating effect.

The results of the research works can be utilized
‘to oplimize the composition of culture medium in plants
producing fodder yeast in continuously operating in-
stalations with recirculaition of separated medium.

Rybarova ]., Stros F., Pecka K.: Kultivation der Hefen
Candida utilis auf Athanolsubstrat. II. EinfluBl einiger
biogener und Spurenelemente anf das Wachstum bei
der Kultivation in Shiitielkelben, Kvas. priim. 24, 1978,
No. 9, S. 202—207.

Das Wachstum der Hefen Candida utilis aus Athanol
wird durch die Zugabe der Asche aus der Brennerei-
-Melasseschlempe stimuliert. In der Asche der Schlempe
wurden mittels der Methode der semiquantitativen
Emissionsspektrometrie und AAS die Elemente K, Na,
Ca, Mg, Al, Fe, B, Pb, Zn, Mn, Mo, Cu und Co festgestellt.
In Kultivationsversuchen im Minimal-Ndhrmedium mit
ausgehungerten Hefekultur wurden die Elemente ermit-
telt, die sich an dem Stimulationseffekt der Schlempe-
asche beteiligen. Unter den Spurenelementen beteiligen
sich haupisdchlich Fe und Zn, aus den bicgenen Ele-
menten ist die Anwesenheit von Na und vor allem Ca
erforderlich; die Mg-Zugabe zeigte =ich als wirksam,
wenn zugleich auch Cu und Mn anwesend war. Die Ver-
suchsergebnisse bestdtigen die Voraussetzung, dab die
positive Wirkung der Schlempeasche auf das Wachstum
der Hefen Candida uiilis aus Athanol in der Anlieferung,
bzw. ErhOhung des Gehaltes der fiir den gegebenen
ProzeB erforderlichen Elemente besteht. Die Erkennt-
nisse iiber den Einfluff der Elemente, die in den gs-
gebenen Kultivationsbedingungen der Versuche ge-
sammtelt wurden, sind fiir die Optimalisierung des
Nahrmilieus bei der kontinuierlichen Futterhefeproduk-
tion mit Rezirkulation des abseparierten Mediums an-

wendbar.
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