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{54) Acidotolerantni metylotrofni kvasniény kmen mikroorganismu Candida
boidinii CCY 29—-37—-9

Primyslovy kmen mikrooganismu Candida
boidinii vyuZiv4 k ristu metanol etanol,
glycerol, sacharidy, sm&si metanolu se
sacharidy, sulfitovymi v§luhy a hydrolyzdty
lignoceludzovych odpadld, p¥ifem? produkuje
na tdchto substridtech v kyselém prost¥edi
pH 2,8 a¥ 3,5 za nesterilnich podminek
vysoké mno¥stv{ snadno separovatelné
biomasy bohaté na bilkoviny enzym alkohol
oxiddzu p¥i soulasné produkci vitaminu
By. Kmen je ulofen ve sbirce kultur kvasinek
Chemického centra SAV v Bratislav& /cCC/
pod &islem CCY 29-37-9. Kmen je pou¥itelny
jako producent biomasy vhodné jako bilkovin-
né krmivo pro hospodd¥skd zvifata a jako
producent alkohol oxid4zy, kterd se pou¥ivd
k:detekci etanolu a metanolu v biologickych
materidlech ve form& detek&nich &inidel,
enzymovych a kvasni&ngch elektrod a jako
b&lic{ sloZka do pracfch préski.
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Vyndlez se tykéd acidotolerantnfho metylotrofnfiho kvasni&ného kmene mikroorganismu Candida
boidinii.

Kmen kvasni&ného mikroorganismu oznaeného Candida boidinii 27podle vynédlezu, jeho¥
biomasa je pouZitelnd jako hodnotné bilkovinné krmivo pro hospoddfskd zvifata a jako zdroj
enzymu alkohol oxiddzy, vyuZivd k rlstu zejména metanol, etanol, sacharidy a sm&si metanolu
se sacharidy, sulfitovymi vyluhy a hydrolyzity lignoceluldzovych odpadd. Na t&chto substrdtech
produkuje v kyselém prost¥ed{ za nesterilnich kultiva&nich podmének zvyZené mnoZstvi
biomasy, je% je bohatd na bflkoviny a esencidlni aminokyseliny, d&le na enzym alkohol
oxiddzu a vitamin B,. Kmen je uloZfen ve sbfirce kultur kvasinek Chemického centra sav /cc/
pod &islem CCY 29-37-9.

Charakteristickym znakem tohoto nového primyslového kvasni&ného kmene mikroorganismu
je schopnost rlistu s maximdlnimi rdstovymi parametry i obsahem biflkovin v ¥irokém rozmezf
pH 2,8 a% 4,5 média, s vfhodou p¥i pH 3,0 a% 3,5, co¥ umoffiuje vést vyrobnf proces kvasni&nych
bflkovin i alkohol oxiddzy za nesterilnich podminek, ddle se vyzna¥uje vyrobn¥mi separadnfimi
vlastnostmi a zvySenou rezistencf ristu bun&k vi&i inhibi&nfimu vlivu kyseliny mravendi.

Tento novy kmen vyuZivd k tvorb& biomasy bohaté na biflkoviny vedle metanolu a etanolu
i glycerol, sacharidy jako glukosu, xylosu, ribosu, mannosu a d-arabinosu, ddle smési
metanolu se sacharidy, sulfitovymi v§luhy a hydrolyz&ty lignoceluldzovych odpadi.

Na metanolu nebo sm8sfich s metanolem produkuje kmen krom& biomasy i zvySena mno¥stvi
enzymu alkohol oxiddzy a extraceluldrni vitamin B, co? umoZniuje soudasnou vyrobu tfech pro-
duktl.

Tato biomasa je té% pouZitelnd jako hodnotné bilkovinné krmivo pro hospodd¥skd zvifata
a jako producent enzymu alkohol oxiddzy a ostatnich c specifickych produktld nap¥. NAD, NADH,
ATP aj. Alkohol oxidédza, kterd je pouZivéna k detekci etanolu a metanolu v biologickych
materidlech ve form& detek&nich &inidel, enzymovych a kvasni¥ngch elektrod a déle jako
b&lfcf slo¥ka do ptacich pr&Zkd se dovd%f do ISSR z kapitalistickych stédtd.

Kmen Candida boidinii 2 byl ziskdn v laborato¥i dlouhodobym Zlechtenim primyslového
kvasni®ného kmene Candida boidinii 11 Bh (a0 172 014) ve t¥ech stupnich.

'JSlechténi v prvnim stupni bylo provedeno dlouhodobou kultivaci kmene &. 11 Bh v chemostatu
p¥i limitaci ristu bunék metanolem na syntetické pud& s p¥fdavkem malého mnoZstvi kvasniéné-
ho vyluhu (100 mg.L—l) a nepatrného mnoZstvi biotinu (10 pug v 1 litru). zZiskany kmen
oznaeny v tomto stupni ¥lechté&ni &. 1 se od pivodniho kmene &. 11 Bh odliSuje hladkym
povrchem kolonif na tuhych komplexnich i minerdlnfch puddch, homogennim rdistem bun&k
ve fermentoru a vy33{ ristovou rychlostf bun&k. ProtoZe kmen &. 1, tak jako vgchozi kmen
11 Bh, hromadil p¥i vy33{ch koncentracich metanolu a vy$%fch z¥edovacich rychlostech
(nad D 0,1) v chemostdtu kyselinu mraven¥i v médiu, produkt, ktery je inhibitorem ristu
bun&k na metanolu ale i na jingch substrétech, byl kmen &. 1 Zlecht&n v druhém stupni.

8lecht&ni v druhém stupni spodivalo ve vlivu selek&nfiho tlaku kyseliny mravendi
v pfitomnosti metanolu a vedlo k ziskdn{ kmene se sniZenou citlivost{ vi&i inhibi&nimu
vlivu kyseliny mravendf na rdst bun&k. Dlouhodobym selek®nim tlakem stile se zvy3ujici
koncentrace kyseliny mraven&{ v p¥ftomnosti metanolu byly postupn& ziskdny kmeny se zv¢¥enou
rezistentnostf{ riistu bundk na kyselinu mraven®i. Konednou selekci byl z{skdn kmen, ktery
roste na médiu s metanolem aZ do vy%e 1 % (hmot) kyseliny mravend{ v médiu a nehromad{
p¥i vy$Zich z¥edovacich rychlostech v chemostatu a p¥i vy&Efch aktu&lnich koncentracich
metanelu v médiu kyselinu mraven&i. Kmen jeho% ziskané vlastnosti jsou stélé byl oznalen
Candida boidinii A7.

V t¥etim selek&nim stupni byl kmen A7 podroben selek®nimu tlaku nizkgch pH média a
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p¥i kontinudlni kultivaci z chemostatu. 2a postupného sni¥ovdni pH média byl dlouhodobou
kultivac{ p¥i vyS8fch z¥edovacich rychlostech p¥i limitaci rtistu bundk metanolem ziskAan
acidotolerantni kmen Candida boidinii 2, kter§ se vyznaduje zvf&enou rezistanci rustu
jak va&i kyseliné mravendf tak i vi&i nizkym pH média 2,6 a% 2,8.

Déle je uvedena charakteristika vlastnostf nového acidotolerantniho kmene Candida
boidinii 2.

Morfologickd a fyziologickd charakteristika:

Na rozdil od primyslového kmene Candida boidinii 11 Bh je povrch kolonif nového
acidotolerantnfho kmene na sladinkovém agaru i na agaru s miner&lni pidou obohacenou
metanolem pfiv30 Oc inkubaci hladky, leskly, barvy sv&tle krémové bilé. V submersnich
kultivacich roste kmen homogenné&, bez ridstu bun&k na povrchu stdn kultiva&nich ban&k

a fermentord.

Kmen Candida boidinii 2 roste na minerdlnf{ pdd&, kterd obsahuje 0,005 a% 6 % metanolu
nebo etanolu, ale i glycerolu, glukosy, xylosy, mannosy, ribosy, d-arabinosy, sm&si metanolu
se sacharidy, sulfitovymi vyluhy a hydrolyzity lignoceluibzovych odpadd, ddle chlorid
amonny nebo siran amonny, amoniak, fosfore&nan sodny nebo draselny ale i amonny, kyselinu
fosfore&nou, siran ho¥e&naty, chlorid draselny nebo sodny ve vodovodni vodé, dile mald
mnoZstvi kvasni&ného vyluhu nebo melasovych vypalkd a nepatrnd mno¥stvi biotinu nebo
desbiotinu.

Nejvy88ich vyt&Zinosti biomasy i nejvyZ&fch ristovych rychlost{ bun&k dosahuje kmen
na miner&lnf pudé s 0,05 a% 0,2 % metanolu nebo etanolu, glukosy, mannosy, xylosy p¥i
30 °c a p¥i obohacenf miner4lnf plidy o kvasni&ny vyluh nebo melasové vypalky (100 a%
200 mg.1™) a biotin (10 pg.L™l).

Na rozdf{l od kmene &. 11 Bh se novy acidotolerantni kmen &. 2 vyznaluje 40% vyt&inosti
na metanol, tj. o 7 % vy$3{ vyté&Znosti neZ mé& rodifovsky kmen, ddle vy33{ rlstovou rychlostif
na metanolu, kterd je Uoax 0,16 aZ 0,2, vy33fim obsahem dusfkatych bun&natych létek,
které dosahujf u nového kmene 62 aZ 65 %, vy38im obsahem &istgch bilkovin tj. 50 a% 53 %
bohatfch na esencidlnf{ aminokyseliny zejména na lysin, valin, threonin a zvg¢Zenou tvorbou
vitaminu B,.

Kmen produkuje intraceluldrn& zvySend mnoZstvi enzymu alkohol oxiddzy, zejmén p¥i
limitaci rustu metanolem nebo metanolovych sm&sf v chemostatu p¥i nizkych z¥edovacich )
rychlostech D 0,03 aZ 0,1. Obsah alkohol oxid4zy v bunhkdch dosahuje 15 a% 20 % obsahu
extrahovatelngych bun&&ngych bilkovin,

Dédle na rozdfl od kmene Candida boidinii 11 Bh novy acidotolerantni kmen &. 2 roste
na metanolu i v p¥ftomnosti kyseliny mravend{ a%¥ do 0,8 a% 1,0 % (hmot) pri&em¥ do 0,4 %
kyseliny mraven&i spolu s metanolem roste s maximdlnimi rdstovymi parametry a nehromadi
kyselinu mravendi v médiu p¥i vy38ich z¥edovacich rychlostech v chemostatu na metanolu.
Na rozd{l od kmene &. 11 Bh, ktery mé& optimum rdstu p¥i pH 4,2 a% 4,5, roste novy acidotolerant-
n{ kmen &. 2 s maximidlnfmi rdstovymi parametry i obsahem bilkovin v bufikdch nefen p¥i
nfzkych pH média, ale i v Sirokém rozmezi pH 2,8 aZ 4,5.

Novy kmen umo¥fiuje vést kultivace kvasinek, tj. vyrobni proces, kontinudlni i vsddkové,
pfipravy kvasni¥nych mikrobnich bflkovin a alkohol oxiddzy za nesterilnfich podminek bez
nebezpedl infekce a znehodnocenf produktu z metanolu, ale i z jingch v¢Se uvedenych surovin,
p¥i nizkych pH média 3,0 aZ 3,5 p¥i zachovdn{i maximdlnich ristovych parametrd i obsahu

bilkovin a enzymu za soudasné vyroby vitaminu B,.
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PREDMET VYNALEGZU
Acidotolerantni metylotrofni kvasniiny kmen mikroorganismu Candida boidinii CCY 29-37-9

jeho% biomasa je pou¥itelnd jako hodnotné bilkovinné krmivo pro hospodd¥skd zvifata a
jeho zdroj enzymu alkohol oxiddzy.

Se\erografia, n. p., MOST Cena 2,40 K¢és
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