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(54} Termotolerantni acidotolerantni metylotrofni kvasnitny kmen
mikroorganismu Hansenula sp. CCY 38—34—1
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Vyndlez se tfkd termotolerantnfho a acidotolerantniho metylotrofnfho kvasni&ného kmene
mikroorganismu Hansenula sp. ) -

Kmen kvasniéného mikroorganismu oznaeného Hansenula sp. 3 podle ﬁyna1ezu vyuZiva
za termofilnich podminek ke svému ristu metanol, etanol, sacharidy a sm&si metanolu se
sacharidy, sulfitovymi v§luhy, melasou a hydrolyzaty lignoceluldzovych odpadl, p¥ifemZ
produkuje na té&chto substrétech v kyselém prost¥edi za nesterilnich podminek biomasu bohatou
na bilkoviny a esencidlni aminokyseliny a na metanolu nebo na smEsich s metanolem termostabil-
ni{ enzym alkohol oxiddzu. Kmen je uloZen ve sbirce kultur kvasinek Chemického centra SAV
v Bratislavé /CC/ pod &fslem CCY 38-~34-1,

Charakteristickym znakem tohoto nového primyslového kvasni&ného kmene mikroorganismu
je schopnost ristu v Sirokém rozmez{ kultivalnich teplot 28 a% 50 %, s vfhodou p#i 38 aZ
40 °c, v 3irokém rozmezf pH 2,8 a% 4,5 média, s vfhodou p¥i pH 3,0 a% 3,5, cof umoffiuje
vést vyrobn{ proces kvasni&ngch bilkovin s maximdlnimi rustovymi parametry i obsahem bilkovin
a alkohol oxid4zy za nesterilnich podminek p¥i sniZenych ndrocich na chlazen{ fermenta&ni
kapaliny v prim&hu kultivace.

Novy primyslovy kvasni®ny kmen je vhodn§ jako producent biomasy, kterd je pouZitelnéd
jako hodnotné bikovinné krmivo pro hospodd¥skd zvi¥ata a jako producent termostabilniho
enzymu alkohol oxiddzy, kterd je pouZitelnd k detekci etanolu a metanolu v biologickgch
materidlech do detekénich sm&si a enzymovych a kvasnidngych elektrod i jako b&licf sloZka
do pracfch préski.

Kmen Hansenula -sp. 3 byl ziskdn v laboratofi selekc{ sm&sné kultury mikroorganismi
izolované ze zahradnf pldy na médiu s metanolem a ndslednym dvojstuphovym Zlechténim.

8lecht&n{ v prvém stupni bylo provedeno pomoci selek&niho tlaku fermenta&nich teplot
vy381ich neZ 30 °c. Postupnym zvyfovdnim teploty kultivace po 2 % a kultivact kultury
tak dlouho a%Z rostly buniky p¥i vyS3f teploté na médiu s metanolem steingmi ristovymi para-
metry jako bunky p¥i teploté o 2 Yc nizsg, byly postupn& selektovdny kultury bunék rostouci
optimdlng p¥i stéle vy%3fch fermentadnich teplotdch. Termotolerantni mutant Hansenula
sp. byl zf{skdn selekci rychle rostoucich bun&k p¥i 40 ©c. Po prové&feni stdlosti nabytné
termotolerance byl mutant v druhém stupni %lechtdni podroben selek&nimu tlaku nizkgych
pH média v chemostatu p¥i limitaci rdstu bundk metanolem p¥i 40 Sc. Postupnym snifovénim
pH média p¥i vyi8fch z¥edovacich rychlostech byl kone&n& ziskdn termotolerantni a acido-
tolerantni kmen Hansenula sp. 3.

D4le je uvedena charakteristika vlastnosti nového termotolerantniho a ac¢idotolerantniho
kmene Hansenula sp. 3. -

Morfologickd a fysiologick4 charakteristika:

Povrch kolonif nového kmene na sladinkovém agaru p¥i 40 Sc po 48hodinové inkubaci je
hladky, barvy bilé a% svétle krémové.

Sporulace positivni:

Buiiky se mno#f pufenim, po 48hodinové inkubaci pti 40 % jsou sferoidnf a¥ m{rné ovadlné,
velikosti 2,5 aZ 4 mm.

Kmen fermentuje glukosu a asimiluje glukosu, sacharosu, xylosu, mannosu, ribosu,
maltosu, cellobiosu, manitol, ribitol, glycerol, metanol, etanol a dusifnan draselny.

K optim&lnimu ridstu na metanolu vy%aduje mald mnoZstvi thiaminu a biotinu.
Optimdlnf ristovd teplota je 38 aZ 40 Oc. Maxim&lnf ristové teplota je 50 %.
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Kmen roste na minerdlnim médiu s metanolem, etanolem, sacharidy a sm&semi rdzngch
substrdtd s maximdlnimi rdstovymi v¢td%ky i obsahem bilkovin a enzymu alkohol oxidézy
v Birokém rozmez{ pH 2,8 a% 4,5.

V submersnfch kultivacfch roste kmen homogenn&, bez rdstu bundk na povrchu stén'kultivaé-_

nich nédob.

Nov¢ produk&éni kmen se odliSuje od zndmgych metylotrofnich kmenti Hansenula vy33{ termo-
tolerantnosti a acidotolerantnosti.

Kmen Hansenula sp. 3 roste na minerdlnf pidé&, kterd obsahuje 0,5 a%Z 5 % metanolu
nebo etanolu, ale i glycerolu, glukosy, xylosy, sacharosy, mannosy, ribosy, smési metanolu
se sacharidy, sulfitovymi vg§luhy, melasou, hydrolyzdty lignoceluldzovych odpadli, déle
chlorid amonny nebo siran amonn§, amoniak, fosfore&nan draselny nebo sodny i amonny, kyselinu
fosforeénou, siran ho¥elnaty, chlorid sodny ve vodovodni vodé, déle nizkd mno¥stvi kvasni&né-
ho vyluhu nebo melasov§ch v§palkld a nepatrné mnofstvi biotinu nebo desbiotinu.

NejvySS{ch vyté&Znost{ biomasy i nejvy33ich rdstovych rychlosti bundk dosahuje kmen
na minerdlnf pidd& s 0,05 aZ 0,2 % metanolu nebo etanolu, ale i sacharidli a jejich sm&si
p¥i 38 a%¥ 40 °¢ p¥i obohaceni minerdlni pidy o kvasni&ngych vyluh nebo melasové vypalky
(100 a% 200 mg.L”!) a biotin (10 po-r™h.

P¥i ristu v chemostatu p¥i limitaci ristu metanolem se novy kmen vyzna&uje 36 a% 38%
vytéZnosti na substrdt p¥i 40 ° a pH 3,0. Biomasa obsahuje 55 % dusikatych l4tek (hrubych
bflkovin) bohatych na esencidlni aminokyseliny zejména na lysin. P¥i vy%3{ch z¥edovacich
fychlostech na metanolu v chemostatu nehromadf{ v médiu kyselinu mraven&f.

Kmen produkuje na metanolu nebo na smésich s metanolem zv§¢Senid mnoZstvi enzymu alkohol
oxiddzy. Zejména p¥i ristu v chemostatu za limitace ristu metanolem, p¥i nizkgch z¥edovacich
rychlostech D 0,03 a%¥ 0,1 p¥i 40 ° a pH 3,0 obsah alkohol oxidadzy v buhkich dosahuje
16 aZ 20 % obsahu extrahovatelnych bflkovin.

Alkohol oxiddza nového termotolerantnfiho a acidotolerantnfiho kmene vykazuje maximdlni
aktivitu p¥i 45 a¥ 50 9C a zna&nou termostabilnost.

Novy kmen umoZfiiuje vs&dkovou i kontinudlni p¥ipravu kvasni&né biomasy, pouZitelnou
bud jako hodnotné mikrobni bilkoviny nebo jako zdroj enzymu alkohol oxidédzy, nebo obou
soulasn&, za nesterilnich podminek p¥i nizkych pH média 3,0 a¥ 3,5 a vysokych teplot
38 az 40 °c p¥i zachovédni maximdlnfch rdstovfch parametrii i obsahu b{lkovin a alkohol
oxidézy.

PREDMET VYNALEZU
Termotolerantnf{, acidotolerantni metylotrofni kvasni&n{ kmen mikroorganismu Hansenula

sp. CCY 38~34-1 jeho% biomasa je pouZitelnd zejména jako hodnotné bflkovinné krmivo pro
hospodéd¥skd zvi¥ata a jako zdroj termostabilnfho enzymu alkohol oxid4zy.
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