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(54) Spésob fermentaénej pripravy bioprotefinov sekvestragnou fermentaciou Zivnych médii

Vynélez sa tyka spdsobu fermentadnej pripravy mikrobialnych protefnov na tekutych
zivnych pdédach, obsahujiucich ako zdroj uhlika hvdrolyzéty odpadnych lignocelulézovich ma-
teridlov, predstavujﬁcich zmes pentézovyoh a hexozov§ch monosacharidov, dalej zdroj dusi-

ka a fosforu.

Nevyhodou doterajfieho fermentadného spracovania %ivnych pdd, obsahujicich zmes pen-
tozovich a hexozov§ch monosacharidov, je spomalenie rastu produkéného mikroorganizmu,
spbdsobené katabolickon represiou - rast mikroorganizmov prebieha podXa dvo jstupiiovej ras-
tovej krivky, pritom hexozy potlataji syntézu induktivnych enzymov, nutnych na rozstiepe-
nie pentoz. Pentozy sa utilizujd a% po indukénej periode, ktord je tym dlh3ia, &fm vy$si
je obsah monosacharidov v pbde. Fermentadné spracovanie takychto substratov sa potom sté-
va neekonomické v dadsledku vysokej energetickej néro&nosti /mieSanie, vzdugnenie/ potas

induké&nej periody.

Uvedené nedostatky odstrailuje spésodb fermentadnej pripravy podla vynédlezu, ktorého
podstata spotiva v tom, Ze v prvom stupni fermentécie sa utilizujd hexozy kultivéciou
kmeiia Candida robusta CCY 29-14-2 a v druhom stupni sa utilizuja pentézy kultivaciou kme-
fia Paecilomyoces variotii CCM F-653.

Spésob fermentalnej pripravy bioproteinov 8 vyuzitim dvo jstupiiovej gekvestradnej

fermentécie hydrolyzatov odpadnych lignocelulézovych ,ateridlov popisujd nasledujice
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priklady:

Priklad 1

Kmefiom Candida robusta CCY 29-14-2, adaptovanym na rast na hydrolyzétovych pddach,
sa zaolkuje 2,5 % hydrolyzétovy agar so z;oienim: celkové redukujice latky /dalej RL/
1,5 %; KHaPO4 : 0,8 g/1; 26 % NH40H: 6 ml/1; pH 5,2; Kultiva&né nadoby: 250 ml érlenmnye-‘
rove banky po 50 ml agaru; kultivédcia: termostat 37 °C po dobu 48 hod. Vyrastené kultira
sa rozsuspenduje v tekutej hydrolyzédtovej pdde so zloZenim: celkové RL: 4 %; KH2PO4: 0,8 *
1/1,5 % RL; 26 % NH40H: 5 ml/1; pH = 4,6 a pouiije sa ako inokulum pre fermentéciu v 5 1
laboratornom fefnentéri, plnenom 3 1 hydrolyzétbvej fermentaénej pddy rovnakého zloZenia, -
pritom mnoZstvo inokula je 0,27 % ako suidina. Pri miefan{ 550 ot/min a vzdusneni 3,5 i/
/objem/min sa v 24 hod. batch-fermentacii spotrebuje 1,5 % RL a vyprodukuje sa 7,6 g su-
8iny biomasy/l so zloZenim: popol: 8,8 %; celkovy N: 5,96 %; bielkoviny /N x 6,25/: ‘
37,25 %. Vyfermentovand pdda sa pourije jednak na pripravu inokula Paecilomyces variotii
Bainier 9N, /CCM F-653/, jednak‘na druhy stupei sekvest;aénej fermentécie. Inokulum sa
pomnoZ{ na agare, pripravenom tpravou pH vyfermentovinej pddy z hodnoty 4,6 na hodnotu
5,2 26 % NH40H a jej stuZenim 2,5 % agaru. Takto pripraveny agar sa rozleje do 250 ml
Erlenmayerov$ych baniek po 50 ml/ 1 banka, zaodkuje sa kmerfiom P, variotii CCM F-653 a kul-
tivuje sa v termostate pri 37 °c po dohu 48 hod. Vytvorené sp6ry boli splachnuté do teku-~
tej hydrolyzitovej pddy /vyfermentovand pdda po prvom stupni fermentécie bei akejkolvek
dalfej Gpravy /po 5 ml/ 1 banka a takto z{skanou sporovou suspenziou boli v mnoZstve
10 obj. % zaotkované 500 ml gulaté kultivadné banky so zaréZkami, plnené 100 ml tekutej
hydrolyzétovej pddy. Po 72 hod. kultivacii na rotainej trepadke, 220 ot/min ﬁri 37 °¢
boli zvy$kové RL: 0,12 %, pfiéom sa vyprodukovalo 18,0 suéiny biomasy/l1 /v&itane suéihy
inokula - 1,6 g/1/. .

Priklad 2 . - .

S kmeiiom Candida robusta CCY 29-14-2 bol pripraveny inokulaé&ny méteriél rovnakym
spdsobom, ake bolo uvedené v priklade 1. ZloZenie hydrolyzétovej pbdy~pre fermenta&nui
pripravu biomasy na 5 1 fermentéri LH Eng;neering, bolo nasledovhé: celkové RL: 3,9 %;
KH2P04: 0,8 g/1/1,5 % RL; 26 % NH,OH: 5 ml/1; pH: 4,7. Touto pddou bol naplneny fermentér.
v mnoZstve 3,1 1 a zaolkovany inokuladnou suspenziou C. robusta v mnoistfe 0,1 g/1 ako
susina, Fermentécia bola vedenéd kontinuédlne, zriedovacia rychlost: 0,15 h'l, teplota 37 ¢
vzdu$nenie 3,5 1/ objem/min; mieSanie 550 ot/min. V 44 hod. kontinudlnej fermenticie
/2 toho 24 hod. batch-féza, 20 hod., kontinualna f&za/ klesli celkové RL na hodnotu 2,4 %,
pritom sa vyprodukovalo v kontinudlnej féze 6,9 g sufiny biomasy /1 s nasledovnym zloZe- ‘
nim: popol: 8,3 %, celkovy N: 6,45 %; bielkoviny /N x 6,25/: 40,4 %. Vyfermentované mé-
dium po odseparovani{ biomasy C, robusta bolo potom pouZité bez ake jkolvek nasledujicej
upravy ako fermentaind pb6da pre druhy stupeni fermentdcie s pouzitim kmeria Paecilomyces
variotii Bainier 9N /CCM F-653/. Inokulum P. Variotii;bolo v.prvomvstupni pomnoZené rov-
nakym spdsobom, ako je uvedené v priklade 1. V druhom éfﬁpni bolo pomnoZené zaolkovanim
fermentainej pddy v 500 ml gulatych bankéch so zaréikami /po 100 ml pédy/1 banka/ sporo-
vou suspenziou /10 obj. %/ a 48 hod, kultivdciou na rotadnej trépaéke~s 220 ot/&in pri
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37 °C. Takto vytvorené biomasa bola pouiité ako inokulum /10 obj. %/ pre druh§ stupes
fermentécie na 5 1 laboratornom fermentéri LH Engineering. Druhy stupeii fermentédcie bol
periodicky a pri miedan{ 350 ot/min a vzdu&neni 3,5 1/0bj./min pri teplote 37 %: v 33 hod.
Permentécii klesli celkové RL na hodnotu 0,11 %, prifom sa vytvorilo 14, 2 g/1 suf§iny bio-
mp;y /véitane sufiny inokula - 1,0 g/1/ s nasledujicim zlozenim: popol: 9,0 %; celkovy N:
5,1 %; bielkoviny /N x 6,25/: 31,9 %. V priebehu fermenticie sa regulovala hodnota pH
pridavkom 26 % NH40H.

rikl a a 3

Inokulum Candida robusta CCY 29-14-2 bolo v prvom stupni pomnoZiené rovnako, ako jo
ﬁvedené v priklade 1. Po 48 hod, kultivécii v termostate sa vytvorenéd biomasa rozsuspen-
duje v tekutej fermentanej péde so zloZenfm: celkové RL: 1, 9 %; KH2P04 0,8 g/1/1,5 % RL;
26.-% NH40H: 15 ml/1; pH = 4,7 a pomnoii sa v druhom stupni kultivéciou na 5 1 laborator-
nom fermentéri LH Engineering, plnenom 1500 ml fermentadnej pddy rovnakého zloZenia. Kul-
tivacia sa vedie 24 hod. pri teplote 37 oc,‘mieéani 350 ot/min a vzdusneni 1,5 1/objem/
/miﬁ. Po 24 hod. kultivécii sa vytvorend biomisa odseparuje centrifugovanim, rozsuspen-
duje sa v 100 ml fermenta&nej pddy rovnakého zloZenia a pouZije sa ako inokulum pre prvy
stuperni sekvestraénej fermentécie na 5 1 laboratornom fermentéri LH Eng{neering, plnenom
3 000 ml pbdy rovnakého zloZenia, pri&om mnoZstvo inokula je O, 31 % ako suS§ina. Fermen-
tscia bola vedena kontinudlne, zriedovacia rychlost 0,2 h 1, teplota 37 C, vzdusnenie
3 5 1/objem/min, mieSanie 550 ot/min. V 54 hod. kontinudlnej fermentécii /z toho 24 hod.
batch-f4za, 30 hod. kontinuélna faza/ klesli celkové RL na hodnotu 0,98 %, pridom sa vy-
tvorilo 4,2 g susiny biomasy/l s nasledovnym zlozenim: popol: 7,9 %; celkovy N: 6,96 %;
bielkoviny /N x 6,25/: 43,6 %, Vyfermentované médium po odseparovani{ biomasy C. robusta
bolo potom pouzité bez akjchkolvek nasledujicich idprav ako fermentaina pdda pre druhy
stupeii fermenticie s pouZitim kmefia Paecilomyces variotii Bainier ON /CCM F-653/. Inoku-
lum P. variotii bolo pripravené rovnakym spbsom, ako je uvedené v priklade 2, Druhy stu-
peﬁ fermentécie bhol vedeny periodicky na 5 1 laboratornom fermentéri LH Engineering,
plnenom 3 200 ml pédy a pri mieSani 350 ot/min, vzdudneni 3,5 1/objem/min, teplote 37 %
v 24 hod. fermentécii celkové RL klesli na hodnotu 0,08 %, pritom sa vytvorile 10,0 g/1
sufiny biomasy /v&{tane sufiny inokula - 1,1 g/1/ s nasledovnym zlozenim: popol: 11,3 %;
celkovy N: 8,46 %; bielkoviny /N x‘6,25/: 53,05 %. V priebehu fermentécie sa reguiovala
hodnota pH pridavkom 26 % NH,OH. '

vyhodou sposobu fermenta&nej pripravy bioproteinov podIa vynalezu spodiva v tom, Ze
sa skrati celkové-doba fermentécie, potrebné na &o moZno najvy&Siu utilizéciu pritomnych
RL, &im sa sidasne znifi spotreba energie, potrebnd na mieSanie a aeréiciu. Celkové vy~
produkované mnoZstvo biomasy je pritom vyssie, neZ pri jednostupiiovej fermentécii a obsah

proteinov v sudine P. variotii je taktieZ vy3&i{, neZ v C. robusta,
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PREDMET VYNALEZU

Spbsob fermentadnej pripravy bioproteinov sekvestrainou fermentéciou #ivn§ch pod,
obsahujicich ako zdroj uhlika hydrolyzéty odpadnych lignocelulozovfch materidlov, vy-
znadujici sa tym, Ze v prvom stupni fermentdcie sa utilizujd hexozy kultivéciou kmeia
Candida robusta CCY 29-14-2 a v druhom stupni sa utilizuji pentézy kultivAciou kmetia
Paecilomyces variotii CCM F-6353.

Vytiskly Moravské tiskaFské zavody, Cena: 240 Ké&s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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