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(54 Kmefi mikroorgenizmu Saccharomyces cerevisiae

1l

Vyndlez se tyka kmena Saccharomyces cerevisee CCY 21-4-21-e, ktory produkuje nad 2 %

ergosterolu v sudine biomasy.

Kvasinky z rodu Saccharomyces sd najddleZitejSimi producentmi ergosterolu. Hodnoty,
ktoré se v starSej literatire uvddzaji, sd pomerne nizke. Proskur jakov, Popove a Ossipov
(Biochimia 3:397, 1938) zistili u krmneho droZdia Monilia murmenica 0,31 %, u Torula uti-
lis 0,55 % & u pivovarskej rasy Frohberg 2,36 % v suSine. Preto pokladaji pivovarské kvasin-
ky za zvlést bohaté ergosterolom, napr. aj kmeh 776 mal 2,5 %; vinne kvasinky meli len
0,4 aZ 2,19 % ergosterolu v sudine. Appleton a Kleber (Appl. Microbiol. 3:249, 1955) doki-
zali u Cendide krusei 0,3 % u C. parapsilosis dokonca len 0,06 %, avSak u S. cerevisiae
a% 9 % celkovjch sterolov. Mitra a Gerg (J. Inst. Brew. 64:327, 1958) stenovili u Dhar-
skych kvesiniek 0,1 a% 0,5 % ergosterolu v sudine, fo pokledaji ze rovnocenné s 1nym1 ste-
_ novenieami u Terula utilis. Viac ako 20 rokov ostal vyskum v oblasti vitaminu D v stave re-
lat{ivneho pokoje, stipol a%¥ v nlekolkych poslednych rokoch. Jeliazjen, Marojan a ArumJunlan
4 (Mikrobiologia 44:632, 1975) zistovali obsah celkovfch sterolov u kvesiniek a potvrdili, Ze
hajvaééia produkcia je u sacharomycét, od 1,3 do 3,13 % na sudinu biomesy. Dikanskaja a Ro-
byéeva'(Prikl. Biochim. i Mikrobiol. 11:21, 1975) zistovali obseh ergosterolu u Candida,
Torulopsis a Rhodoterula a zistili, Ze sa pohybuje medzi 0,4 a% 0,6 % na sufinu a len u Se-
ccharomyces carlsbergensis 4228 stanovili 2,4 %. Najnovdie Kosikov, Ljapunové, Rajevskaja

‘a spol. (Mikrobiologia 46:86, 1977) uvddzaji produkciu ergosterolu h kvasiniek takto:
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pekérska kvasinka Odesskaja 14 produkuje 2,3 %, ostatné pekdrske kvasinky od 1,8 do 1,9 %4

liehovarské rasy od 2,0 do 2,2 % a pivovarskd reea 4228 okolo 1,5 % ergosterolu v sudine.

2 tfehto kultdr izolovali monosporické kultury, haploidné a diploidné a red hybridov, ktoré
produkovali od 1,3 do 2,3 %. Poderilo sa im zfgkat adenin deficitné mutanty, u ktorfch bola
zv§Send produkcia ergosterolu a% do 4,8 % v sudine.

Predmetom vyndlezu je kmen Saccheromyces cerevisiae CCY 2l-4-21-e, ktory produkuje
velké mnoZstvo ergoéterolu. Pévodny kmeh 21-4-21, ktory tvoril len 10 a% 25 % buniek 8 kvo-
cientom P/0 menfim ako 1 slebo rovnym 1, sa naokoval v suspenzii 108 bun:‘uak.ml'1 na povrch
sladinového agaru & do stredu misky na povrch ageru sa uloZil kry#t4lik géfru. Pod vplyvom
tohto mutagénu prebehle kultivdcia v tme pri 28 % do doby, ked se objevili ne povrchu oje~
dinelé kolonie kvasiniek. Opaskovenym rozsevom na misky s gdfrom sa vypestoval mutentny kmef,
ktory vytvéral len bunky s koeficientom povrch/objem men3im ako 1 (ku koncu exponencidlnej
fézy, teda v dobe maximélnej produkcie ergosterolu). Takto vyslachteny kmen sa oznalil ako

CCY 21-4-21=~e.,

KmeR CCY 21-4-21-e vytvéra gulaté, ovdlne aj pretiahle bunky, ktorych kvocient P/0
je men¥f ako 1. Obrovské kolonie tohto kmefia st hledké & priresteji za 100 hodin asi
o 1,7 mm. V tekutom prostred{ kmef rychlo sedimentuje, na povrchu nevytvéra koZku, miazdru

ani prstenec.

KmeR CCY 21-4~21-e eni po indukcii acetdtom nesporuluje. K rastu potrebuje v prostredt
viteminy. Pri 5 %c rastie velmi slabo, pri teplote 42 %C rastie dobre, optimdlna teplota
rastu je vsak 28 °C. Kves{ glukdzu, gelaktozu, maliézu, sachardzu @ rafindzu. Tieto cukry
tie% esimiluje a okrem toho vyuZiva tieZ maltotriozu a meltotetraozu, neasimiluje vdak du=-
si¥nen dreseln4 eni lyzin. Sacharozu rozkladd u% behom 3 hodin a glukozu a fruktozu & tie-
to monosacharidy potom kompletne po¥es 12 hodfn utilizuje. V hroznovom muste, v pivnej sla-
dine & v melasovom prostredl rastie s rovnakou rychlostou. Znésa a% 12 % étanolu as5 % ky-
seliny siriditej. Je citlivy k aktidionu u¥ v jeho koncentrdcii 0,1 pg.2 %-nd kyselina
mlie¥ne inhibuje rast kultiry na 60 %, 2 %-nd kyseline vinna na 15 %. Extracelulérnerpqu-
sacharidy dévajd jod-3krobovd reakciu.

Kmefi CCY 21-4-21-e neaglutinuje so sérom, pripravenym proti typickym predstavitelom
Sacéharomyces cereviciae alebo len pri najniZ#om zriedovecom titre. Aglutinuje so sérom
proti Candida robusta a Saccharomyces cartilaginosus e3te pri titre riedenia 320. Cendida
robusts a Saccharomyces éartilaginosus sa dnes poiitajy k druhu Saccharomyces cerevisiase

a pri numerickej klasifikdcii sa javia sko okrajové varianty tohto druhu.

Kmel CCY 21-4-21-e bol pestovany na pbde Olson-Jensena umelého zloZenia a na indukéne j
melasovej pbde na trepafke a kontinudlne. Zlo¥enie péd a vysledky kultivédcie vidno z teb.2.

Ergosterol bol stenoveny po kulfivécii a lyofilizdcii alebo pfiamo s pouZitim ﬁlhkej'
biomasy. K stanoveniu s pouzlla 50 a% 100 mg vzorke lyofilizovenych kvesiniek, ktoré sa
hydrolyzoVala v 40 % hydroxide draselnom po dobu 1 hodiny pri 0,196 MPa, vytrepala dietyl-
’éterom po dobu 2 hodin na trepelke pri 4 °C, Po oddeleni éterovej vrstvy 8a vodnd vretva

este raz vytirepale éterom a spojené éterové extrakty sa dobre_premyll destilovanou vodou.
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Qisty éterovy extrakt sa odparil do sucha v rotadnej vdkuovej odparke. Odparok sa rozpustil

v 0,5 ml chloroformu & doplnil etanolom do 10 ml, prip. zriedil zmesou chloroform : éter
5 : 100. Dbkaz ergosterolu sa kontroloval registralnym spektrofotometrom a mnoZstvo sa po-

#{talo z hodnst pri vlnovej dlike 282 nm.

Tab. 1 ukazuje zdvislost tvorby ergosterolu od genotypu buniek kolénii, ktory sa er-
roval prostrednfctvom morfologickej charakteristiky buniek populécie, ako bolo u% uvedené.
Z4vislost tvorby ergosterolu na priemernom kvociente P/0 je v urZitej oblasti okolo 1 a
vyS88ie priamotmernd, v obiaati P/0 mendom sko 1 sa u%¥ neprejavuje priamotmerne, pretbie
P/0 nebyva spravidla men3{ ako 0,7. Tu potom p8sobia eZte stimula¥ne vonkaj¥ie vplyvy.

Tak u kmena CCY 21l-4-21-e bolo zistené mnoho rdznych hodnét obsshu ergosterolu v kvasin-
kéch, ktorjch rozphtie bolo od 2,69 do 4,35 (pri priemernom P/0 menZom ako 1), ktorych
priemer &inil 3,64 % ergosterolu v suSine, smerodajné odchflke 0,52 a koeficient varian-

cie 14,32 %.

Tabulke 2 ukazuje vysledky pokusu s kultivdciou kmenha CCY 21-4-21-e za rdznych pod-
mienok, t.j. na p8dach rbdzneho zloZenia pri statickej aj kontinuélnej kultivdcii. Z tychto
vysledkov vyplyva, %Ze obsah ergosterolu u vyselektovaného kmena 21-4-21-e mb%e dokénca pre-
visit a% 6 % v su8ine. Pritomr prirastky biomesy na melasovej pdde si uspokojivé. '

Tabulka 3 ukazuje porovnenie vlastnost{ mutenta s divokym kmefiom.

Tabulka 1

Z4vislost produkcie ergosterolu od morfologického charskteru populdcie buniek

u kmefia CCY 21-4-21

’ % ergosterolu v suline
¢1slo populécie Priemerny kvocient P/0
. v biomasy (priemer 2 aZ 3
paraleliek)
e/3 1,00 2,69
e/6 1,15 2,24
e/2 1,30 2,23
e/4 1,42 2,15
e/l S 1,44 2,12
e/7 B 1,47 2,10
e/8 B 1,70 | 1,85
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Tabulka 2

Produkcia biomasy a ergosterolu za réznych podmienok kultivéeie

Rest na pdde Induk&né mele- | Produkcia ergosterclu v ¥ na sudinu biomasy
Pokus &. X XX » ‘ . .
Olson=-Jensen sovd pbda '
ug suéiny.ml'l ng éuéiﬁy.ﬁl‘l na trepaike kontinudlne
Po 24 h _Ppo72h | podeh peteh | podsn  p72h
1 2,9 8,7 5,9 6,2 5,1
2 2,6 8,8 - 6,0 -

xZloZenie p8dy Olson-Jensena: 1,1 g KH2P04, 0,5 g Mgso4, 1,5 g esparsagin, 0,1 g(CaClz,
1,5 g citren sodny, 1,0 préSkovy kvesnidnf extrekt a 20 g glukozy na 1.000 ml deatilova-
nej vody. Priddve se po 1 ml roztokov A, B, S.

- Roztok A: 0,08 g kys. listovéd, 0,5 g m-inoeitol, 0,44 g tiamfn, 0,15 g kys. nikotinov4,

0,05 g Ca-pantotendt, 0,120 g pyridoxin ne 100 ml destilovenej vody

- Roztok B: 0,25 g ribovlavin, 0,3 g kys. p-aminobenzoovd, 0,05 g biotin na 100 ml dest.

vody

- Roztok S: 0,146 2nS0,, 0,067 g CuSO,, 1,18 g Fe(NH,),S0, na 100 ml dest. vody.

XX710%enie indukéne j melasovej pbdy: 102 g melasy, 10 g corn steepu, 0,06 g (NH4)2HPO4,
0,5 g KZHPO4 rozpustit v 0,5 lit. 1 %-ného siranu hlinitého. Mieda 8a 20-25 min., neutra-

lizuje NaOH na pH 7, zavarf, sfiltruje a znova upravi{ pH na 7.

Tabulka 3
Porovnenie niektorych vlastnost{ mutanta s divokym kmefom

Divy kmen
CCY 21«4-21

Mutant
CCY 21=4-2l-e

Vlastnoat

Morfologické paremetre na
sladine po 3 dhoch, 28 °¢:

Chergkter obrovakej'kolénie

| Osmofilia
“ (zndsa)

mastne leskld,
drsnd, okraj
lalonaty

G 40 %

™ .
aacharozy B

Priemery: dl¥ok buniek 7,39 14,84
alzko-31irkovy pomer 1,16 1,18
povrch/objem buniek 1,15 0,70

Flokula¥nd schopnost podIa podtu

buniek v zhdukoch

(priemerny polet) 7 1 a% 2

miikkd leskld,

okraj rovny

28 %

. ’
sacharozy
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PREDMET VYNALEZU

Kmefi mikroorgenizmu Saccharomyces cerevisiae CCY 21~4~21-e, produkujici ergosterol,
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