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Prumyslovy mikrobialni kmen Kluyveromyces marxianus CCM 8390 Urban et Adamek
(2011/1)

Oblast techniky

Reseni se tyka priimyslového mikrobialniho kmene Kluyveromyces marxianus CCM 8390 Urban
and Adamek (2011/1), ktery je vyuzitelny zejména k produkei etanolu ze substratd obsahujicich
laktézu a to v primyslovych podminkach za kontinualnich ¢i diskontinualnich podminek.

Dosavadni stav techniky

Syrovatka obsahujici pfiblizné 5 % w/v laktdzy, vznikajici pfi vyrobé syrd, tvarohu a kaseinu, uz
davno prestala byt jen obtiznym vedlej$im produktem a jeji pouziti se posouvd od uziti
v krmivarstvi k uziti v lidské vyzivé.

Snaha o lepSi moznosti vyuziti syrovatky spolu s ekonomicko-ekologickymi divody vedly k
rozvoji novych technologii sméfujicich k vyrobé etanolu pro potravinafské uziti. Prvni patent
udéleny pro vyuziti syrovatky k vyrobé etanolu byl udélen v roce 1939 (patent U.S. 2183141).

Mezi prvni vyznamné zpracovatele patii Irskd spolenost Carbery Milk Products Ltd., po&atek
produkce spada do roku 1978, v sou¢asné dob¢ vid&i roli hraji Spojené Staty s 37 miliénd litrii
etanolu ro¢né a Novy Zéland s 23 miliéni roéné. V Ceské republice v soudasné dob& vyroba
etanolu ze syrovatky neprobiha.

Vhodnost nékterych kmenii kvasinky Kluyveromyces marxianus ke komeréni produkci etanolu je
znama, hledisko k posouzeni je pfedevsim tvorba Zadaného produktu.

Vhodnosti kment k produkci etanolu se zabyva napf. price uveiejnéna v publikaci Chem.

Biochem. Eng. Q. 16 (1) 13-16 (2002), dale Thammasat Int. J. Sc. Tech., Vol.13 Special Edition,
November 2008. Dosavadni vyuziti cenné syrovatky vsak stale je jesté nedostatedné.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody odstraiiuje novy pramyslovy mikrobialni kmen Kluyveromyces marxianus
CCM 8390 Urban et Adamek (2011/1) produkujici etanol v potravinaiské kvalité a dale vysoce
hodnotnou biomasu vyuzitelnou v pramyslu potravinafském, farmaceutickém a krmivaiském,
ktery je ulozeny v Ceské sbirce mikroorganismi Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity,
Tvrdého 14, 602 00 Brno, CZ.

Novy kmen je schopny produkovat relativné vysoké koncentrace etanolu ze substratd
obsahujicich laktézu, pticemz jeho biomasa je velice cenna.

Autor izolace plivodniho kmene je Jorgensen, misto izolace VUKPS vroce 1976, autor
identifikace kmene je Kudrjacev. Pivodni kvasinka je uloZena ve sbirce mikroorganismi pod
jménem Fabospora fragillis RIFIS 228 a CCY 5111. Kmen mikroorganismu je taxonomicky
zafazen do skupiny Ascomycetes, ¢eled’ Saccharomycetaceae Kluyveromyces marxianus. Podle
National Collection of Yeast Cultures (Institute of Food Research, Norwich Research Park,
Colney, Norwich, United Kingdom) http://www.ncyc.co.uk byva tato kvasinka nazyvana 73
synonymy, napi. Fabospora fragilis, Fabospora macedoniensis, Kluyveromyces bulgaricus,
Saccharomyces kefyr var. kefyr atd. Spoletné v§em zéstupcim tohoto druhu je asexualni stadium
nazyvané Candida kefyr.
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Morfologické znaky kmene podle vynalezu: Tvar a velikost vegetativnich bunék [um]: Buniky
jsou elipsoidni, ¢i kulaté, samotné nebo v parech ¢&i fetizeich s rozméry d-§ (5-4) min., d-§ (3-10)
max., vytvaii pseudomycelium, pravé mycelium ne. Vzhled a konzistence kolonii: na tuhych
pldach jsou krémové az svétle hnédé, ploché, ohraniéené ve stfedu vyvySené, matné, v agaru
tvori diskovité itvary. Charakter naristu v kapalném médiu: Na kapalinach nevytvafi mazdru ani
kozku, vykazuje vyznamny sedimenta¢ni efekt, netvofi zakal.

Fyziologické znaky kmene podle vynélezu:

Semi-anearobni fermentace: glukéza:+, galaktéza:+, sachardza:+, maltdza:-, cellobidza:-,
trehaldza:-, lactoza:+, melibidza:-, raffindza:+, inulin:+, rozpustny Skrob:-

Aerobni utilizace a rist: glukdza:+, galaktdza:+, sorbdza:-, sacharéza:+, maltoza:-, cellobioza:+,
trehaloza:-, lactoza:+, melibidza:-, raffindza:+, melizitdza:-, inulin:+, rozpustny Skrob:-,
xyléza:slabé/latentné, L-arabindza:+, D-arabinéza:-, riboza:-, rhamnéza:-, etanol:+, glycerol:+,
erythritol:-, ribitol:slab&/latentné, galactitol:-, mannitol:+, sorbitol:+, A M D glucosid:-, salicin:+,
kyselina mlé&na:+, kyselina jantarova:+, kyselina citronova:+, inositol:-, glukonolakton:-,
glukosamin:-, metanol:-, xylitol:+

Optimalni teplota kultivace 35 °C, maximalni 48 °C.

Kmen podle vynalezu je uchovavan v lyofilizovaném stavu na mezindrodnim ukladacim misté
pod piirGstkovym cislem CCM 8390 (Ceska sbirka mikroorganismii, Masarykova univerzita,
Piirodovédecka fakulta, Tvrdého 14, 602 00 Brno). Startovaci mikrobialni kultura je uchovana na
pidé CM 0041 Sabouraud dextrose agar (Oxoid LTD, England).

Kmen podle vynilezu byl piipraven nékolikastupiiovym selekénim postupem, a to metodou
piirozené selekce v podminkach krajné nepfiznivych pro optimalni rist (vysoké koncentrace
etanolu, piisné acrobni &i anaerobni podminky, vysoké teploty, kompetice s bakteriemi mlécného
kvageni). Narostlé kolonie byly pfeotkovany na agarové médium, po statické fazi kultivace byly
hodnoceny riistové a produkéni schopnosti pfi submerzni kultivaci na médiu obsahujicim laktozu.
Vlastnosti nového kmene podle vynilezu byly ovéfovany v laboratornich a poloprovoznich
podminkéch.

Vyizolovany a ustdleny kmen podle vynalezu se vyznacuje piedevSim:
Schopnosti zkvaSovat laktozu i v semi-anaerobnich podminkach

Schopnosti prezit v podminkach s 16 % hmotn. etanolu ve fyziologickém roztoku pfi teploté 18
az 23 °C po dobu 24 h.

Schopnosti snaset vy3si osmoticky tlak

Schopnosti snaset maximalni teplotu az 48 °C

Schopnosti vyrazného sedimentacniho efektu

Schopnosti utilizace kyseliny mié¢né

Schopnosti vyssi produkce etanolu ze substrati obsahujicich laktozu
Schopnosti vysokych vytézki etanolu i za nesterilnich podminek

Nepatogenita, moznost vyuZiti v potravindfském pramysiu

Vyse zminéné vlastnosti (pfednosti) vyrazné ovliviiuji Siroké moZznosti pramyslového vyuZziti
kmene podle vynalezu, ktery je vysokoprodukéni.

Nasledujici piiklady provedeni kmen podle vynalezu pouze dokladaji, ale ncomezuji. Jeho
schopnosti a G&inky byly usp&$n& ovéfeny plvodci v laboratofich ve Vyzkumném ustavu
potravinafském Praha, v.v.i., CZ.
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Priklady uskute¢néni vynalezu

Piiklad 1

Startovaci mikrobialni kultura uchovana na pidé CM 0041 Sabouraud dextrose agar (Oxoid
LTD, England) byla splachnuta ze 3 zkumavek ($ikmy agar), celkova susina ¢inila 0,171 g
inokula¢ni kultury, do 2 litri 20% hmotn. sterilni (121 °C, 10min.) sladké syrovatky ve dvou
Erlenmayerovych baikach. Doba kultivace &inila 48 hodin pti teploté 35 °C za soustavného
michani 200 RPM na tfepacce (Incubator Shaker, New Brunswick Scientific.CO., INC. USA).

Pfipravenym inokulem byl zao¢kovan 1001 fermentor (VUCHZ, Brno) obsahujici 30 1 sladké
syrovatky o koncentraci 20 % hmotn. Vlastni kultivace probihala pti teploté 35 °C a za stalého
michani 350 oti¢ek/min. po dobu 60 hodin v semi-anaerobnich podminkach, v pribéhu byly
odebirany vzorky ke stanoveni mnozstvi etanolu v médiu. Maximélni koncentrace etanolu bylo
dosazeno po 60 hodinach fermentace, a to 86,2 g/l, produkéni rychlost tvorby etanolu &inila 1,44
gh I, jak znézoriiuje nasledujici Graf 1.
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Prumyslova vyuzitelnost

Kmen mikroorganismu Kluyveromyces marxianus CCM 8390 Urban et Adamek (2011/1) lze
vyuzit pii primyslové produkci etanolu ze substratii obsahujicich laktozu, dale pak k produkci
vysoce hodnotné biomasy v potravinafském, farmaceutickém &i krmivaském primyslu.

PATENTOVE NAROKY

1. Primyslovy mikrobialni kmen Kluyveromyces marxianus CCM 8390 Urban et Adamek
(2011/1) produkujici etanol v potravinaiské kvalité a dile vysoce hodnotnou biomasu
vyuzitelnou v primyslu potravinaiském, farmaceutickém a krmivaiském, ktery je ulozeny
v Ceské sbirce mikroorganismi Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity, Tvrdého 14, 602
00 Brno, CZ.
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