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Kvasinky s vysokou schopnosti hydrolyzovat 3krob,
vybrané pri screeningovych pokusech v laboratofi, p¥i-
chézeji v dvabu nro dalsi testovani na vhodnost pouZiti
pfi primyslové vyrobé&.

K produkci biomasy pro krmné ucéely se dosud vyuZi-
vaii hlavné riizné kmeny rodu Candida. Pokud je jako
substrat pouZit Skrobnaty odpad €& surovina, je bud
neidifve pfeveden do utilizovatelné formy [vodou, va-
rem a enzymy) nebo se miZe aplikovat tzv. Symba pro-
ces, pfi némZ =e kultivuje soufasn® napt. Endomycopsis
fibuligera a Candida utilis. Endomycopsis fibuligera
roste pomaleji, tak¥e miiZe byt udrZen v celkové bio-
mase v men$im procentu. Lze vSak postupovat i tak, Ze
se oh# kvasinky kultivuii postubné po sob& [1].

V dvahu pfichdzi i pfimé vyuZiti vhodnych druh@i kva-
sinek. Vysokych vvtéZkl ofi kultivaci na syntetickém
médiu se Skrobem lze dosdhnout u Aureobasidium pullu-
lans, Lipomyces kononenkoae, L. storkey, Schwannio-
myces castellii nebo Fndomycopsis fibuligera [2). Ex-
krece amylas viak mi%e byt ovlivnéna rozdilnym slo-
#enim riznych oFirozenych substrati obsahuifcich $krob.
PFi testovani nékolika druhfi kvasinek na ¢tyfech riiz-
nych prirozenych substrdtech vykazoval nejlep$i para-
metrv pro 7pracovdni 3krobnatého média Schwannio-
mures castellii. Kompletn& hydrolyzovaly Skrob ve viech
médiich také Schw. alluvius, Schw. occidentalis, Endo-
muenpsie fibuligera, Torulopsis ingeniosa, Pichia burtn-
nii a Lipomyces starkey. Posledni dva druhy v3ak
hyly pro primyslovou vyrobu nevhodné — L. star-
key rostl priliS pomalu, P. burtonii byla citlivd

ke 7m&ndm pH [3]. Pokud by k produkci biomasy byl
pouZit Saccharomyces cerevisiae [S. diostaticus), mohla
by tato biomasa slouZit pFipadng i k lidské vyZive.
V roce 1985 bylo publikovdno sd&leni o izolaci kmene
S. diastaticus BRG 530, ktery vykazoval kromé& gluko-
amylasové aktivity i schopnost 3tépit «-1,6 vazby $kro-
bu a utilizoval aZ 62 % Skrobu. Kmen vygel vitdzng z po-
rovnari s Lipomyces kononenkoae, ktery diky produkci
tfi amylolvtickfch enzymii lépe hydrolyzoval §krob.
oviem vyteZnost binmasy byla niZ$i a ziskand biomasa
obsahovala pouze 15 % proteind (u S. diastaticus 41 %
proteini) [4].

N&které kvasinky schopné zpracovavat Skrob by
mohlv hyt vyuZivany k ziskdavani lipidi. Za timto ude-
lem byly testovany Lipomyces starkey, Cryptococcus
lourentis. Candida steatolytica a Schw. occidentalis.
Neita&innéii konvertoval Skrob v lipidy L. starkey [5].

Vielmi v¢hodné bv bvlo vwvuZiti odpadnich $krobna-
tych substrati k vyrob& lihu. V experimentech se
Schwanniomyces alluvius se podatilo dosdhnout a% 95 %
konverza Zkrobu na ethanol, oti¢emZ tvorba vedlejSich
nroduktd byla zanedbatelpd. Ke zoracovani Skrobu za
anaerobnich podminek byla pouZita Kkultura narostla
dn stacionarni faze aerobnd a vykazuiici tudiZ vysokou
aktivitu amylolytick¢ch enzym [61. V jinych experi-
mentech byl porovndvdn Schw. castellii a Saccharomy-
res diastoticus. V iednorazové kultufe i v imobilizova-
ném svstému se iako lepsi jevil Saccharomyces dinstn-
ticus. Produkoval ethanol i v médiu s vysokou podates-
ni koncentraci $krobu a byl dostatetn& odolny viidi
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ethanolu [7]. Byla vyzkou$ena i produkce ethanolu ze
Skrobu smeésnou kulturou Schw. alluvius a Saccharo-
myces uvarum [8). Sir8imu vyuZiti amylolytickych kva-
sinek pro vyrobu lihu brdni v soutasné dob& zejména
to, Zze vysoce vykonné kmeny, pokud jde o hydrolyzu
Skrobu, byvaji zpravidla fermentacné malo vykonné, pro-
dukuji malo ethanolu a nejsou k nému odolné.

Jak je videt, vyuZiti kvasinek produkujicich amyloly-
tické enzymy pFfimo v primyslové vyrob& naraZi na
mncha comezeni a mnohé poZadavky na primyslové
kmeny. Proto je proces hledani vhodnych kment dlou-
hodoby a zahrnuje i snahu o konstrukci novych kme-
nii, které by spliiovaly vSechny poZadavky. K realizaci
téchto zdmeéri nepostacuji klasické metody, ale je tieba
vyuZit novych metod buné&tného a genového inZenyr-
stvi.

Znacné usili bylo doposud vénovdno pripravé novych
kmend pro pouZiti v pivovarstvi a lihovarstvi. Hybridni
pivovarské kmeny S. cerevisiae schopné $§tépit dextriny
v mladiné byly ziskdny jak Kklasickym kfiZenim, tak
metodou indukované fize protoplastd [9, 10, 11, 12].
Dextriny vSak nebyly odstranény zcela, zfejmé& v di-
sledku neschopnosti glukoamylasy S. diastaticus $tépit
«-16 vazby polymeru. Proto se vhodné&j$im donorem
pfisludného genu zdaji byt napf. kvasinky rodu Schwan-
niomyces nebo Endomycopsis, které tuto schopnost maji.
Zde vsak jde o pfenos geni mezi odlisnymi rody kvasi-
nek, coZ je zaleZitost obtiZn&jsi. Hybridy ziskané induko-
vanou fazi protoplastli Saccharomyces uvarum a Schwan-
niomyces occidentalis vykazovaly sice amylolytickou
aktivitu, nedosahovaly v8ak hlub$iho prokvaSeni mladi-
ny neZz vychozi pivovarsky kmen a pFi dlouhodobgjsi
kultivaci v mladiné amylolytické schopnosti ztracely
[13).

Byly ziskdny i mezirodové hybridy mezi S. cerevisiae
a Schwanniomyces alluvius, které ovSem spontdnneé se-
gregovaly do pilivodnich auxotrofnich typd [14]. Fiize
protoplastli Saccharomyces cerevisiae a Schwanniomy-
ces castellii vedla k vzniku sporulujicich hybridd, §t&pi-
cich $krob, ale neprodukujicich «-amylasu. Tyto hybridy
nebyly testovdny na pouZiti v primyslu [15]. Kombinace

dvou rozdilnych genomii viak casto vede k projevu Fady.

riznych vlastnosti, které se pri zkvaSovéani tak komplex-
niho substrdtu jako je mladina, projevi neZadoucimi chu-
tovymi vlastnostmi vyrobeného piva.

Ponékud iednodu3si situace je tehdy, maji-li byt hyb-
ridni kmeny pouZivany k vyrobé lihu. Bylo testovédno
pouZiti hybridniho kmene mezi Saccharomyces cerevi-
siae a S. diastaticus pro zpracovani kukufiénych zbytki
[16]1. Hybrid opét nebyl schopen roz$tépit Skrob beze
zbytku, bylo nutno pfiddvat preparat izolované plisiiové
glukoamylasy. Jeho mnoZstvi vSak bylo moZno sniZit
o polovinu, coZ pfi zna¢nych objemech vyrdb&ného lihu
znamend podstatné finan&éni dspory. Proces od ptivravy
nového kmene aZ po jeho pouZiti ve vyrob& je viak i
u lihovarskych kmen zna¢n& zdlouhavy. Laboratorni
testy na definovanych médiich velmi €asto poskytuji
odlisné vysledky neZ testy na pfFirozenych substratech a
proto je tfeba provadét zkoud3ky v provoze a s Fadou
kment. Diivodem rozdild mohou byt napf. odlisné flo-
kulacéni schopnosti riznych hybridnich kloni, které se
projevi pri kultivaci na substrdtech obsahujicich pevné
dastice [11].

Vnitrodruhova fiize mezi S. cerevisiae a S. diastaticus
byla pouZita také pro pfipravu hybridnich kmenii pe-
katskych kvasinek [17] a kvasinek pouZivanych k v§-
robé whisky [18].

Pfiprava novych kmend pomoci genového inZenyrstvi
ie dosud ve stadiu pofatetnich experiment{, které v3ak
prinddeji cenné poznatky.

Byly izolovdany a klonovany STA geny Saccharomyces
diastaticus. Transformace v§choziho kmene S. diasta-
ticus plasmidem nesoucim STA1 gen umoZnila 5 aZ
10nasobné zvySeni produkce glukoamylasy [19]. Gen
byl pomoci plasmidu pFenesen i do riznych kmend
S. cerevisiae, v nichZ se exprimoval a produkce enzymu
byla opé&t vy38i neZ u donorového kmene S. diastaticus
[19, 20]. Navic k tvorbé enzymu dochazelo i za pFitom-
nosti glukosy v médiu [20]. Pomoci plasmidu se podafi-
lo do riiznych kment S. cerevisiae a Schizosaccharomy-

ces pombe pienést také gen pro sporulaéni glukoamy-
lasu ze S. diastaticus. V obou kvasinkdch se opét gen
exprimoval, produkce enzymu vSak byla 100X niZ$i neZ
v S. diastaticus [21]. Z vlastniho promotoru je v S. ce-
revisiade exprimovan i gen glukoamylasy nepfibuzné kva-
sinky Endomycopsis fibuligera [22], zatimco exprese
genu glukoamylasy z kvasinky druhu Schwanniomyces
occidentalis probiha jen tehdy, je-li strukturni ¢ast genu
zatazena pod promotor S. cerevisiae [28]. Obdobné je
tomu i v ptipadé gend glukoamylasy plisni Aspergillus
awamori [23] a Rhizopus sp. [24].

Ve dvou pripadech se podafrilo uspésné prenést
mezi riznymi druhy kvasinek gen pro e¢-amylasu: jde
o prenos pfisludného genu z Endomycopsis fibuligera
[25] a Schwanniomyces occidentalis [28] do S. cerevi-
siae. Byly také ziskdny kmeny S. cerevisiae exkretujici
«-amylasu po transformaci plasmidem nesoucim gen
pro e-amylasu z my3i [26], pSenice [27], Bacillus amy-
loliquefaciens [29] nébo Bacillus stearothermophilus
[30]. Prenos geni z takto fylogeneticky vzdédlenych
nebo neptibuznych organismit v3ak vyZaduje sloZitéjsi
postup, pfi némZ jsou do plasmidu zafazovany frag-
menty DNA ziskané reverzni transkripci mRNA.

Pfenos gent pro amylolytické enzymy poskytuje tedy
moZnost cbohatit stavajici primyslové kmeny o novou
vlastnost bez rizika neZadouciho ovlivnéni jejich vyho-
vujicich parametrii, dosdhnout zvy3ené produkce enzy-
mu, popf. exkrece enzymu nepodléhajici obvyklym bu-
néénym regulaénim mechanismim. Sir§imu vyuZiti nové
ziskanych producent amylolytickych enzymi v primys-
lové vyrobé zatim brani fakt, Ze pri dlouhodobgj$i kul-
tivaci se plasmidy z urcitého procenta bunék ztraceji.
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C.anek se zabyvad moZnostmi vyuZiti kvasinek 3tépi-
cich ¥krob v primyslové vyrobé (produkce biomasy, li-
pidd, lihu). Uvedeny jsou dosavadni vysledky snahy
o prenos schopnosti produkovat amylolytické enzymy
do pramyslovych kmenii kvasinek pomoci indukované
faze protoplastii a genového inzenyrstvi.

Aupeposa, b. - Tlyra, ®. - Benposa, O.: Hcnoab3osanue
JpOXIKel, NPOH3BOAALIMX AMHJOJIHTHUECKHE 3H3HMBI H TO-

JyyeHHe HOBbix WTamMMoB. Kpac. mpym., 35, 1989, Ne7,
crp. 208—210.

CraThsi 3aHHMACTCsi  BO3MOZKHOCTbIO  HMCNOJIbL3OBAHHA
ApOMKel, PpaclensoUMX  KpPaxMaa B [POMBILIEHHOM

NPOH3BOACTBE (IIOJyyeHHe GHOMACChl, JIHIIHJLOB, CMHPTA).
[TpuBoasiTCs cOBPeMeHHblE Pe3YabTaThl CTPEMJEHHS K nepe-

HOCY cnocoOHoOCTe R IIPOH3BO/IKTH AMHJIOJHTHYECKHE SH3HMBI
B NPOMBIIJIEHHbIE ITAMMbI ,'IPOH(}KClnl IIPH NOMOLLH HHIY-
LLHPOBAHHOIO CJHAHHS NPOTONIACTOB H TFeHHOIT HHZKCHCPHH.

Janderova, B. - Pita, F. - Bendova, 0.: Utilization of
Yeasts Producing Amylolytic Enzymes and Preparations
of New Strains. Kvas. pram., 35, 1989, No. 7, pp. 208—
210.

The utilization of starch splitting yeasts on an in-
dustrial scale for the production of biomass, lipids and
alcohol is discussed. The transfer of the ability to form
amylolytic enzymes into production strains of yeasts
using the induced protoplast fusion and the genet'c
engineering are described.

Janderova, B. - Piita, F. - Bendova, O.: Ausniitzung von
Hefen, die amylolytische Enzyme produzieren, und Auf-
bereitung neuer Hefestimme. Kvas. prim., 35, 1989,
Nr. 7, S. 208—210.

In dem Artikel befassen sich die Autoren mit den
Moglichkeiten der industriellen Ausniitzung der stdrke-
spaltenden Hefen (Produktion von Biomasse, Lipiden,
Spiritus). Angefiihrt werden die bisherigen Ergebnisse
auf dem Gebiet der Ubertragung der Féhigkeit der Pro-
duktion amylolytischer Enzyme in die industriellen
Stimme mittels der induzierten Protoplasten-Fusion und
des Gen-Engineerings.



