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Vliastnost nového druhu mikroorganismu nazvaného autory Torulopsis ethanolitolerans, spo-
&{vajic{ v tom, Ze netvof{ spdry, nevytvd¥{ pseudomycelium, nezkvaSuje %4dné cukry, neprodu-
kuje uredzu, neasimiluje dusiZnan draselny, ze sacharidld asimiluje jen glukézu a maltdzu,
roste v médiu obsahujfcim aZ 8 % etanolu pfi teploté aZ 42 ° a pEi aerobn{ kultivaci na eta-
nolu neprodukuje nefddouc{ metabolity napf. kyselinu octovou a ddvd vysokou vyt&Znost biomasy
s vfhodnym sloZenim bflkovin.

Pro popis a identifikaci kvasinek se obecn& uzndvd metodika shrnutd v monografifch
J. Lodderové a spol. (Yeasts a taxonomic study, North Holland Publ. Comp., Amsterdam 1970),
J.A. Barnetta a R.J. Pankhursta (A new key to the yeasts, North Holland Publ. Comp., Amster-
dam 1974) a u nds v knize A. Kockové-Kratochvilové (Kataldg kultdr kvasiniek, Veda, Bratislava
1977).

Zékladnim a spoleinym znakem rodd Candida Berkhout a Torulopsis Berlese je neschopnost
vytvdfet endospéry ani jiné prvky sexudlniho rozmnoZovdni. Vz4djemn& se oba rody 1is{ tvorbou
pseudomycelia aZ pravého mycelia, kterd je charakteristickym znakem rodu Candida, ale u rodu
Torulopsis chybi. Néktef{ autofi (Yarrow D., Meyer S.A.: Proposal for amendment of the diagno-
sis of the genus Candida Berkhout nom. const. Int. J. Syst. Bacteriol. 28: 611-615, 1978)
povaZuj{ nevytvifen{ pseudomycelia za vlastnost nestabiln{ a navrhuj{ proto zahrnout rod Toru-
lopsis do rodu Candida.

Z kvasinek patffcich k rodim Candida a Torulopsis je dosud znémo 29 druhd, které nezkva-
Suji{ Z4dné cukry a neasimiluj{ dusi&nan draselny. Kvasinkové druhy této klasifika&n{ skupiny
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lze podle asimilace sacharézy, maltozy a laktozy rozdé&lit do téchto osmi podskupin:

1. Mal+Sac+Lac+ : C. aaseri, C. blankii, C. glaebosa, T. pilati, C. mucilaginosa

2. Mal-Sac+Lac+ : C. acutus

3. Mal-Sac-Lac+ : prdzdnd podskupina

4. Mal-Sac-Lac- : C. lipolytica, C. rugosa, C. silvae, C. vini, C. hylophila, C. fermentica-
rens, C. pararugosa, T. inconspicus, T. philyla, T. silvatica, T. insecta-
lens, T. nemodendra, T. sustromarina, T. sorbophila, T. maris, T. pinus

5. Mal+Sac+Lac- : C. mesenterica, C. ethanolica, C. azyma, C. amylolenta, C. tepae

6. Mal+Sac-Lac- : C. brumptii

7. Mal+Sac-Lac+ : prdzdnd podskupina

8. Mal-Sac+Lac- s T.apis

Podstatou objevu je vlastnost nového druhu mikroorganismu rodu Torulopsis, nazvaného
Torulopsis ethanolitolerans, ktery netvo¥{ spory, nevytvd¥{ pseudomycelium, nezkvaZuje Z&dné
cukry, neprodukuje uredzu, neasimiluje dusiénan draselny, ze sacharidl asimiluje jen glukozu
a maltézu, a roste v médiu obsahujicim aZ 8 % etanolu.

Nové& kvasinka byla izolovdna Kochovou zfedovaci metodou (Kockovd-Kratochvilovad A.:
Praktikum technické mikrobiologie, str. 145, SNTL Praha, 1954) ze sm&sné provozni kultury po-
uzivané p¥i vyrob& krmnych kvasnic ze sulfitovych vyluhli, pasdZované nékolik mé&sicl nesteril-
nimi aerobnimi fed-batch kultivacemi v médiu s etanolem jako jedinym zdrojem uhliku. P¥i kul-
tivacich byla aktudln{ koncentrace etanolu v médiu udrZovdna v rozmezi 1-2 g.l-l. Z&kladem
pivodni smésné kultury byly kvasinky Candida (syn. Torulopsis) utilis (80-90 %) a Candida
tropicalis (10-20 %), od kterych se novd vyizolovand kvasinka 1i3{ v zdkladnich taxonomickych
znacich jako je napf. zkva3ovdni nebo asimilace cukril, p¥ipadné& utilizace dusi&nanu. Nov&
kvasinka mohla byt pfitomna jiZ v pivodn{ smé&sné kultufe, odebrané z provozu vyrobny krmnych
kvasnic, ale mohla se také dostat do média jako kontaminace p¥i dlouhodobém pasdZovani neste-

rilnf{mi kultivacemi v laboratofi.
P¥i identifikacnich testech byly ziskdny tyto vysledky:

a) Indukce sporulace na acetdtovém agaru byla negativni.

b) Tvorba pseudomycelia na cibulovém agaru nebyla prok&zdna. Na okrajich kolonii byly vidi-
telné jen pravidelné Feté&zce vdlcovitych buné&k témé&f stejn& velkych.

c) Test na uredzu byl negativni.

d) 2kvaSovan{ cukrd: glukdza - sachardza -
mandza - laktoza -
fruktéza - rafindza -
maltéza -

e) Morfologické vlastnosti bunék pfi ristu v pivovarské sladin& po dobu 3 dni p¥i teploté
28 °c: buniky vej&ité, protdhlé, o rozm&rech (4-5) x (8-9) mm, jednotlivé nebo ve dvoji-

cich.

Stf€dn{ rozméry bun&k: délka v aum 8,36
stfedn{ chyba priméru 0,341
8{fka v um 4,46
stfedn{ chyba priméru 0,178
korela&n{ koeficient
délky a Si¥ky 0,652
pomé&r délka : §ifka 1,87
kvocient povrch/objem
bunék 1,17

f) Kolonie a ndtéry na sladinovém agaru jsou hladké, rychlost ristu kolonif je 3,94 mm za
100 h.

g) Pfi ristu v tekutém prostfedi se tvof{ z&kal, sediment a prstenec pfi povrchu.
h) Asimilace sacharidd: glukéza + melibidza -



galaktoza - sorbdza -
maltoza + D-xyloza -
laktoza - L-arabinéza -
melezitdza - trehaldza -
celobidza - sacharé6za -
fukdza - L-ramndza -
D-ribdza -
i) Asimilace dusfkatych latek: KNO, -
lysin +
tryptofan Co
j) Asimilace polyold: ribitol - galaktitol -
erytritol - 1inozitol -
glucitol - manitol -
k) Asimilace alkoholid: etanol +
glycerol -
etandiol -

1) Asimilace Skrobu a inulinu: rozpustny Skrob +

inulin -

m) Tolerance k etanolu: P¥i ristovém testu ve sladiné s odstupnovanym obsahem etanolu roste
kvasinka pfedem neadaptovand na vysoké koncentrace alkoholu jest& v prostfedi s 8 % eta-
nolu. Sledovdni morfologické stability kvasinky pfi pasdZovadni v 5% kvasniéné vodé s od-
stupfiovanym obsahem etanolu a ndsledujic{ rekultivaci v 7% sladin& prokdzalo, Ze i za
téchto podminek jsou rozmdry bundk relativnd stdlé.

n) Ztekucovédni Zelatiny nebylo prok&zéno. .

o) 3t&pi eskulin.

p) Nesté&pi tuk.

r) Rezistence k aktidionu:

mm jasné zony okolo disku p¥i ddvk&ch aktidionu
50 am 10 mg 1 ng 0,1 mng

35 27 19 0

s) Rist v prostfed{ s kyselinou mlé&nou resp. vinnou (2 % hm) v porovndni s kontrolou na glu-
kéze vyjéddfeny v % intenzity zédkalu:

Kontrola Kyselina mlé&né Kyselina vinnd

100 64,19 123,46

t) Osmofilnost vyj&dfend v % intenzity zdkalu kontroly na glukdze (2 % hm.)

Kontrola - 2 % hm. 10 $ hm. glukdzy 60 % hm.
glukézy + 5 % hm. NaCl sacharozy
100 27,8 11,2

u) Maxim&lnf teplota ristu je 37-42 °c.
v) K ristu potfebuje kvasinka biotin, pyridoxin a niacin, stimuluje thiamin.

U izoldtu nebylo pozorovéno pochlavni rozmnoZovidni a patf{ tedy mezi imperfektni kva-
sinky. MnoZ{ se pu&enim, netvofi pseudomycel ani pravé mycelium a miZe byt proto zafazen do
rodu Torulopsis Berlese. V p¥ipad®, Ze v budoucnosti bude p¥ijat ndvrh Yarrowa a Mayera na
v&len&ni rodu Torulopsis do rodu Candida, miZe byt izoldt ozna¥ovédn jako Candida. ProtoZe
nezkvasuje Z4dné cukry a neasimiluje dusi®nan draselny, miZe byt izoldt pfipojen ke klasifi-
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kaén{ skupin& znimych 29 druhld kvasinek rodid Torulopsis a Candida s témito vlastnostmi. Podle
asimilace maltdzy, sacharézy a laktozy pat¥{ do Zesté podskupiny spolu s Candidou brumptif,
od niZ se 1i3{ mimo jiné maxim&ln{ teplotou ristu, tim, Ze neasimiluje D-xylozu a tim, Ze
snd3{ vysoké koncentrace etanolu.

Pro vysokou toleranci ke koncentraci etanolu v médiu byl novy druh kvasinek pojmeno-
vén Torulopsis ethanolitolerans.

Typové kultura je uloZena v Ceskoslovenské sbirce kvasinek pfi Chemickém dstavu SAV
Czechoslovak Collection of Yeasts, Institut of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, 809 33
Bratislava, Dibravskd cesta) pod &islem CCY 26-58-1 a ve sbirce kvasinek Komplexniho vyzkum-
ného Gstavu vinohradnického a vina¥ského (Research Institute for Viniculture and Enology,
886 15 Bratislava, MatiZkova 25) pod &islem RIVE 20-18-1. Uchovdvd se na sladinovém agaru
pod parafinovym olejem.

Nova& kvasinka Torulopsis ethanolitolerans velmi dobfe roste v médiu s etanolem jako
jedinym zdrojem uhliku. Pro svou morfologickou stabilitu, vysokou mérnou riustovou rychlost,
termotoleranci a pr¥iznivé sloZen{ biomasy byla navrZena a jiZ se pouZivd jako produkéni kul-
tura pfi primyslové vyrob& krmnych kvasnic ze syntetického etanolu. P¥i kontinudlnich kulti-
vacich na principu nutristatu v limitu kyslfku ddvd za p¥idavku biostimuldtord a mikrobiogen-
nich prvkld vytéZnost aZ 0,8 kg suSiny biomasy z 1 kg etanolu.

SuSené kvasnice pfipravené kontinudlni kultivaci T. ethanolitolerans na etanolu pfi

zfedovaci rychlosti 0,31 h'1 mé&ly pfi vyjddfeni v % na sudinu toto sloZeni:

popel ...cccccee ceceesesssss s 7.4 z toho lysin ..... evessensssssssesesnssenses 4,05
BRK vivievioeieimnonneasonsenssenses 7,4 histidin ..ccccvocscosscocsocsses eese 1,05
C81KOUY QURER .<ccoveocsonessass 333 ArgInin eceans oo piBe v e SR s e m e e wm 2,97
celkové dusikaté 1atky ........ 58,3 kyselina aspardgovd ........ ceseoes e 5,33
nukleové kyseliny .......cc.... 9,8 threonin ......... N T R Sy TSP 2,52
bilkoviny podle Barnsteina ..... 48,8 BRXIN cnsensccs S R e P ST /Y - |
stravitelné dusikaté latky ..... 54,4 kyselina glutamovd .......cccceeeceee 6,87
aminokyseliny celkem .......... 45,51 PEOLIN seoevsssnavsessessene Seewas sens 1589
glycin ccecccccccccccccccs cscecssssee 2,10
alanin ccecesccccscccccen sseeseneesces S9B8
VAlIN tececcssssssossssccssssosnces - 2,34
methionin ........ sREeis T esines e e ne 0,73
iso-leucin ...... sesasensesesssnseeisn 2,53
IDNOCER svaiovsveiaiinnaescsiaaee sewaie 3503
tyro8in cccceaseseccscsns csecssccscsee 1,90
LORPIRIMDEIN: sonsonnnernsnsnsenesenvias 2,24

Index nezastupitelnych aminokyselin EAAI byl 70 a z n&ho vypo&tend biologick& hodnota BV 65
(Oser B.L. in Albanese A.A.: Protein and Aminoacid Nutrition, New York, Acad. Press. 1959).
Bflkovinny produk&ni index PER stanoveny biologickymi testy na kryséch byl 1,90, coZ odpovidalo
75,1 % hodnoty PER kaseinu. ‘

Z hlediska investi&nich a provoznich ndkladd vyroben krmnych kvasnic je vyznamnd
termotolerance kvasinky Torulopsis ethanolitolerans. V tabulce 1 jsou shrnuty vysledky série
vsadkovych pfiZivovanych kultivac{ na etanolu pfi pH 4 a teplotdch 33-39 ©c. PEi téchto kulti-
vacich v laboratornim michaném fermentoru s pfenosem kysliku 180 mmol 02.1_1 .h.1 se voda
a Ziviny pfiddvaly na poldtku najednou, etanol se didvkoval pribé&Zné pro udrZeni jeho koncent-

1

race v médiu v rozmez{i 1-1,5 g.1 = a &pavkovd voda rovnéi prib&in& k upravovdni pH na hod-

notu 4.

Z hlediska vyté&Znosti kvasniéné suSiny (Yx/s) i dusikatych latek (YNL/S) z etanolu
byla optimd&lni kultiva&ni teplota 36 °c, pfi které se také jeSté z¥etelné nesniZila ani mérnd
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ristovd rychlost (u). Vyznamné je, Ze ani pF¥i vyS33f{ch teplotich (37 a 38 °¢) nent pokles kul-

tivaénich parametrd tak prudky jako u jingch druhd kvasinek. .
Tabulka 1

Kultiva&ni Kultiva®n{ teplota °C

parametry 33 35 36 37 38 39

Yx/s 0,73 0,77 0,80 0,72 0,71 0,67

YHL/S 0,43 0,46 0,49 0,42 0,41 0,35

a a? 0,51 0,50 0,49 0,49 0,48 0,45

Poznatky objevu zakl&daj{ podstatu pfihld3ek vyndlezl, na n&Z byla udélena
&s. autorskd osvEdeni AO &. 224 356, AO &. 235 427 a AO &. 235 614.



