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Ovod

Pri kultivaénich procesech na sulfitovfch vyluzich se
pouZivajf nékteré stimuldtory ristu, protoZe samotny sul-
fitovy vyluh tyto latky neobsahuje. NejdaleZitgjsi funkci
stimuldtord ridstu je obohacenf kultiva&niho prostredi
o latky, které kultivované mikroorganismy nejsou schop-
ny samy syntetizovat, nebo je syntetizuji v nedostated-
ném mnoZstvi. Daldi vfznam stimul4tora spodivd v urych-
leni ristu mikroorganismdi, v procesu jejich mnoZeni a
ve zvySeni v§téZnosti kultiva&niho procesu. Jako stimul4-
tory riistu se v&tSinou vyuZfvaji latky s vysokym obsa-
hem aminokyselin, vitamind a dalSich latek podporujicich
riist mikroorganism.

P primyslové v§rob& krmnych kvasnic ze sulfitovych
vyluhil se velmi &asto vyuZivaly a vyuZivaji jako stimu-
latory rhstu sulfitové lihovarské vypalky [1, 2]. Jejich
pouZiti mé dvoji v§znam: jednak se sniZuje obsah redu-
kujicich latek v kultivaénim prostfedi (malé pFestupy
kysliku v pouZivanych fermentorech), jednak obsahuji
stimulujfci 1a4tky pro riist kvasinek.

V laboratornim méfitku byl ov&fovan stimula®nf G&inek
vice latek na tvorbu biomasy i obsah hrubého proteinu
pfi kultivacich na sulfitovych vyluzich. V Japonsku se
napf. pokouSeli vyuZit ryZové otruby jako zdroj dusiku
i stimulaénich latek [3, 4], dale byl ov&fovan vliv corn-
-steepu, sladu a né&kterych vitaminii [5]. Ke stimulaci
ristu na sulfitovych v§luzich byly pouZity i huminové
kyseliny [6] a vyt&Znost byla zvy3ovadna pFidavkem me-
lasy [7].

V CSSR byla v Mikrobiologickém dstavu GSAV vypra-
covdna technologie pro vyrobu krmn¢ch bilkovin za po-
uziti kmene Candida utilis z Ca- a Mg-bisulfitov§ch vy-
luhd, kde latky stimulujici rist jsou doddvany melasovy-
mi lihovarskymi vypalky [8, 9].

Vzhledem k tomu, Ze klasick¢ym stimuldtorem ristu
mikroorganismii byvd kvasniény autolyzat, ovéfovali
jsme moZnost jeho vyuZiti i pFi kultivaci kvasinek Can-
dida utilis na Mg-bisulfitovfch v§luzich. Souasn& jsme
se zaméfili na porovnani stimula¢niho G&inku kvasnitné-
ho autolyzdtu s primyslové vyuZivan§m stimuldtorem
ristu — melasovymi lihovarskymi vypalky.

Materidl a metody

Pro kultivadni pokusy byla pouZita kvasinka Candida
utilis ze sbirky Mikrobiologického dstavu CSAV, vySlech-
téna pro kultivaci na sulfitov§ch vyluzich s magnesiovou
bazi. Kultura byla udrZovdna pas&Zovdnim na tfepaéce.
Jako substrat byl pouZit sulfitov§ v§luh ze zdvodu Seve-
romoravské celulozky (SmC), Paskov. SloZeni sulfitové-
ho vy¢luhu je uvedeno v tabulce 1.

Pred kultivaci byl sulfitov§ v§luh obohacen potiebny-
mi Zivinami a ov&fovanymi stimuladtory riistu v riznych
koncentracich.

Tabulka 1. SloZeni Mg-bisulfitového vgluhu z SmC Paskov

Slozka ] (g.1-1)
Celkova suSina 1437
Popel 13,3
Redukujicl 1atky 25,0
Tékavé kyseliny 7.7
Kyselina octova 6,6
Kyselina mravend¢i 0,9
Oxid siFi€ity volny 0,4
2-furankarbaldehyd 0,2

Zahusténé melasové vypalky [lihovar Seliko, n. i
Olomouc, z4vod Ostrava-Svinov, 78 % suﬁinyl byly pouZi-
ty v koncentracich: 5, 10, 20, 30, 50 g.1-% Ovéfované
Koncentrace kvasni¢ného autolyzdtu (Imuna, n. p., Sari3-
ské Michalany — 70 % susiny) byly: 0,5; 15; 2,0; 2,5
3,0;50 g.1-%

Kultivagni prostFedi pro tfepatkové a vsadkové kulti-
vace v laboratornim fermentoru obsahovalo na 1 litr sul-
fitového vyluhu:

035g KCI
575g NH,CI
1,00ml H;PO,4 (85 %)

Kultivaéni prostfedi pro kontinudlnf kultivace v labo-
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ratornim fermentoru obsahovalo na 1 litr sulfitového
vyluhu:

055g KOH

1,00ml H;PO4 (85 %)

Zdrojem dusiku pfi kontinualni kultivaci byla amonia-
kovéa voda (12,5 % hm), ktera soudasné slouZila pro tpra-
vu pH kultivaéniho prostfedi.

Trepackové kultivace byly provddény v 500 ml baii-
kach se 100 ml kultivaéniho prostfedi na reciproké tfe-
pafce (1,5s—1) pfi teploté 34°C. Inokulace byla prova-
déna 5ml kvasniéné suspenze z pfedchézejici kultivace.
Doba kultivace byla 72 hodin.

Vsddkové i kontinudlni kultivace se uskutecnily v la-
boratornim fermentoru LF-2 (VD CSAV) za konstantnich
podminek: T = 34°C, Vg = 1000 ml.min-!, VVM =
0,691.1-'. min-1, n = 1000 min-1, Vy = 1500 ml, pH
5,4. Koncentrace rozpudténého kysliku byla udrZovana
v rozmezi 10 aZ 20 % nasyceni pfi podminkach kultivace.
Inokulace se provadéla kvasni¢nou pastou z tFepatkové
kultivace, ziskanou odstfed&nim na odstfedivce T 30 Ja-
netzki (NDR). Potate¢ni koncentrace su3iny biomasy
byla asi 2 g.1-1. Doba vsddkové kultivace byla 12 hodin.
Kontinudlni kultivace byly udrZovany v ustdleném stavu
po dobu 80 hodin. V priibehu kultivaci se sledovaly kon-
centrace redukujicich latek metodou podle Somogyiho
[10], suSina biomasy gravimetrickou metodou [10], t&ka-
vé kyseliny, kyselina octovd a mraven&i metodou TAPPI
[11] a celkovy dusik a bilkovina metodou podle Kjel-
dahla [10]. Pro srovnani G&inkd stimuldtord riistu se ve
viech pfipadech provddély kontrolni kultivace bez jejich
piidavki.

Vgsledky

Pfi tfepatkovych kultivacich s riiznymi koncentracemi
zahusténych melasovych lihovarsk§ch vypalkd a kvasnié-
ného autolyzdtu se sledovaly koncentrace sudiny bioma-
sy, zbytkovych redukujicich latek, tékavych kyselin, ky-
seliny octové a mravenci. Vysledky jsou uvedeny v fa-
bulce 2.

V piipadé pridavku zahusténych melasovych v§palki
v rozmezi koncentraci 5 aZ 50g.1-1 se dosdhlo nejvys-
Sich néartsti biomasy pfi pfidavku 50g.1-1, a to 145
g.1-1 Pii piidavcich 5, 20 a 30 g.1-! se dosdhlo na-
rlstu od 12,0 g.1-! do 126 g.1-1. PFi pifidavku 10g.1-1
byl nérist niZsi (10,6 g.1-1), pfesto vSak byl vy3si neZ
u kontrolnich kultivaci bez pfidavku stimuldtoru (9,4
g.1-1). Nejvy33f néardst sufiny biomasy pii p¥Fidavku
50 g.1-! zahusténych melasov§ch v¢palkit lze pFidist
spiSe vyuZivani utilizovatelnych latek z melasovych vy-
palklt neZ jejich stimula&nimu u&inku. Tuto domné&nku
podporuji i koncentrace zbytkovych redukujicich latek,
které byly druhé nejvyssi. Podrobné lze uvaZovat i v p¥i-
padé pridavkl 20 a 30g.1-1. Z tohoto hlediska je nej-
vhodné&j3i pfidavek melasovych v¢palkd Sg.1-1.

Pridavek kvasni¢ného autolyzatu v rozmezi koncentra-
ci 05 aZ 5 g.1-! nem&l podstatn§ vliv na zvySeni n4-
riistu sudiny biomasy oproti kontrole. Nejv&tdiho nériistu
suSiny biomasy se doséhlo pri pfidavku 5g.1-1 kvasni&-

Tabulka 2. Prumérné hodnoty sledovangch veliéin pFi
tFepalkovich kultivacich s pridavkem riizné-
ho mnoZstvi stimuldtori ristu

PR X RL TK KO | KM

(g.1-7 (g.1-Y) (g.l—‘}l{g.l—"l (g.l—‘lllg.l-'l
‘:‘

0 0 9,4 ’ 5,6 1,3 0,6 0,8

MV 5 12,0 ) 5,2 1,4 0,86 0,7

10 T B 1,4 0,7 0,8

20 123 -1 B7 15 0,7 0,8

30 12,6 5,9 1,6 0,7 0,8

50 14,5 6,5 1,5 0,7 0,9

KA 65 " | -89 50 A8 0,9 0,6

1,5 9,2 5.5 15 4 08 0,6

2,0 9,2 54 1,7 o8 0,7

2,5 9.4 5,4 1,6 0,7 08
30 193 5,9 1.7 0,9 0,7 &

5,0 | 9,9 5,9 1,8 1,0 ‘ 0,8

ného autolyzédtu (9,9 g.1-1). Vsddkové kultivace ve fer-
mentoru byly provedeny pro ovéfeni vysledkii dosaZe-
nych v tFepatkovych kultivacich. Zahudténé melasové
vypalky byly pouZity v koncentracich 5, 15 a30g.1<1,
Nejlepsich vysledki se dosahlo pfi koncentraci 5g.1-1
melasovych vypalkd. Kone&né koncentrace susiny bio-
masy 23,2g.1-! se dosdhlo jiZ za 8 hodin, zatimco
v ostatnich pFipadech riist trval ‘10 aZ 12 hodin. P¥i kon-
trolni kultivaci bez stimulatoru riistu byla kone&nd kon-
centrace susiny biomasy 17,6 g.1-1,

Kvasni¢ny autolyzat se pri vsadkovych kultivacich
ovéfoval v koncentracich 0,5 a 5g.1-1 Tyto pfidavky
kvasni¢ného autolyzatu zpisobily pokles prirfistku susiny
biomasy proti kontrole o 10 % (resp. 7 %). Negativni vliv
pfidavku kvasni¢ného autolyzdtu na v§téZnost biomasy
nelze na zakladé sledovanych parametrti dost dobie vy-
svetlit.

Na zdklad& vysledkii dosaZenych v tfepatkovych a
vsadkovych kultivacich ve fermentoru byly pro ovéfeni
v kontinudlni kultivaci vybrany pifdavky 5g.1-1, jak
pro zahudténé melasové vypalky, tak pro kvasniény auto-
lyzat. Primérné hodnoty sledovanych velidin v kontinual-
nich kultivacich v ustdleném stavu véetné srovnéavaciho
kontinualniho pokusu bez pridavku stimuldtorti pri riz-
nych zfedovacich rychlostech D = 0,1 aZ 0,3h-1 jsou
v tabulce 3. Sledoval se nariist susiny biomasy, hodnota
zbytkovych redukujicich latek, obsah hrubé bilkoviny,
vytéZnost vztaZend na spotfebované redukujici latky a
produktivita zafizeni.

Tabulka 3. Primérné hodnoty sledovangch veliéin konti-
nudlnich kultivaci v ustdleném stavu

i
=
Cas = i _, .
(h) = i it o T
| o - - -‘é—- =
= 2 ] T == By

1
0—80 0,108 57 | 165 51,6 | 857 1,78
o 0—80 0,191 59 | 16,2 523 | 852 3,10
0—80 029 | 60 | 159 | 535 | 841 | 472

|
0—80 0103 | 58 | 184 | 51,8 | 959 | 189
MV 0—80 0186 | 60 | 188 | s2)8 | s91 | 349
080 | 024 | 60 | 188 | 553 | %2 | 553
\

0—80 0110 | 56 | 144 | 554 | 744 | 158
KA 0—80 0194 [ 59 | 143 | s57 | 752 | 278
0—80 0207 | 81 | 142 | 560 | 750 | 421

| |

Jak ukazuje souhrnnd tabulka primé&rnych sledovanych
hodnot kontinudlnich kultivaci v ustdleném stavu pFi
rizngch zfedovacich rychlostech (D = 0,1 aZ 0,3h-1),
zvySuje se koncentrace susiny biomasy (X) pfi pfidavku
melasovych vypalkli se stoupajici zFedovaci rychlosti,
oproti pfidavku kvasniéného autolyzatu, kde se sniZuje.
Obsah hrubé bilkoviny (B) stoupd se zvy3ujici se zie-
dovaci rychlosti a nejvy335ich hodnot dosahuje pii prFi-
davku kvasnitného autolyzdtu (56 %). Vyt&Znost sudiny
biomasy vztaZend na spotiebované redukujici latky
(Yx/A RL) stoupa se zvy3ujici se zfedovaci rychlosti. Vy-
sokych hodnot vytéZnosti se dosahuje proto, Ze se vy-
uZiva i kyselina octovd, obsaZend v sulfitovém v¢luhu.
Produktivita zafizeni (P) stoupd ve v3ech pfipadech se
zvy3ujici se zfedovaci rychlosti.

Zavérem lze tedy Fici, Ze vysledky prace prokazaly, Ze
zahusténé melasové lihovarské vypalky v koncentraci
5 g .1~ maji stimula®ni d¢inek na tvorbu biomasy, pfizni-
vE ovliviiuji vytéZnost kultivace, produktivitu systému a
obsah hrubé bilkoviny v biomase u kvasinek Candida
utilis, kultivovanych na sulfitovych vyluzich.

Stimulagni G¢inek kvasni¢ného autolyzdtu v Kkoncen-
traci 5g.1-! na tvorbu biomasy nebyl prokazéan.

Symboly
B — hruba bilkovina (%)
b — zfedovaci rychlost (h—1)

KA — kvasniény autolyzat (g.1-1)
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KO — kyselina octova (g.1-1)

KM — kyselina mravenéi (g.171)

MV — zahui‘,tfmé lihovarské melasové vypalky
(g-.171)

(0] — kontrolni kultivace bez pfidavku stimuldtoru
riistu (—)

P — produktivita zafizeni (g.1-1.h-1)

PR — piidavek stimuldtoru ristu (g.1-1)

RL - aktual{ﬂ koncentrace redukujicich latek
(g-1-1)

T — teplota (°C)

TK — tékavé Kyseliny (g.1-1)

Vg — objemovy priitok vzduchu (ml. min—1)

Vi — objem néplné fermentoru (ml)

VM — objemovy priitok vzduchu na jednotku obje-
mu média za minutu (1.1-!. min-1)

X — primérnd koncentrace suliny biomasy
[g.173)

Yx/A RL — v§téZnost suSiny biomasy vztaZend na spo-
tiebované redukujici latky (%)
n — frekvence michadla (s—1)
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vované na sulfitovfch v§luzich. Kvas. prim. 33, 1987,
€. 6, s. 174—176.

Vliv pfidavku melasovych vypalkii a kvasniéného auto-
lyzatu byl sledovan pri zFedovacich rychlostech 0,1;02;
03 h-1. Optimdlni koncentrace melasov§ch v§palki je
5g.1-1. Stimulaéni efekt kvasni¢ného autolyzdtu nebyl
prokézan.

Koaun @®. - Kpymnxansa B. - Marewo B.: Bausnue no-
OaBJeHHsi BELIECTB POCTA HA KOJHuecTBO GHomaccwl Candida
utilis, KyJbTHBHPOBAHHOH Ha CYJb(HTHHIX OTPaGOTaHHBIX
meakax. Ksac. npym. 33, 1987, Ne 6, crp. 174—176.

Bansnne noGasaenust Gapabl menacchl W JPOKIKEBOTO
4BTOJIH3aTa HCCJIEI0BAHO NpH ckopocTax jaoGasiaenus 0.1:
0.2; 0.3 y—1. OnTHMAaJbHAS KOHUEHTPAUHsi GapAbl MeJacch
5 r.a-L Sddext cTHMYAsUMM APOKIKEBOro aBTONM3ATA
He MOJATBEPXKIeH.

Kolin, F. - Krumphanzl, V. - Mat#jii, V.: The Effect of
Growth Factors Addition upon Biomass Formation of
Candida utilis during Growth on Spent Sulfite Liquor.
Kvas. priim. 33, 1987, No. 6, pp. 174—176.

The Effect of stillage and yeast autolysate addition
was studied. The dillution rates used were 0,1: 0,2;
03h-1. The best results were obtained with stillage
concentration 5g.1-1. There were not found any stimu-
lation effects with yeast autolysate.

Kolin, F. - Krumphanzl, V. - Maté&ji, V.: EinfluB der
Wuchsstoffzugabe auf die Biomassebildung der Hefen
Candida utilis kultivierten auf der Sulphitablauge. Kvas.
priim. 33, 1987, Nr. 6, s. 174—176.

Es wurde der Einflu von Melasseschlampe — und
Hefeautolysatzugabe bei Verdiinnungsraten von 0,1; 0.2
und 0,3.h-1 studiert. Als optimale Melasseschldmpezu-
gabe hat sich die Menge von 50 g.l1-! erwiesen.
Stimulierungseffekt des Hefeautolysats wurde nicht
nachgewiesen.



