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Zvysujici se potfebou proteinlt pro vyZivu
zvitat a lidi vyvstdvd poZadavek vyvinout
nové zphsoby ziskdvani vysoce hodnotnych
proteindi. Tak byla v poslednich letech zkou-
ména produkce proteinu z mikroorganismi,
které zuZitkovavaji jako zdroj uhliku plyn-
né uhlovodiky, jako methan, nebo kapalné
uhlovodiky z ropnych frakci. Plynné uhlovo-
diky maji ty nevyhody, Ze se vykazuji malou
rozpustnosti ve vodé a Ze pfi aerobnich kul-
tivadnich podminkdch tvofi vybudné plynné
smési. Kapalné uhlovodiky maji ty nevyho-
dy, Ze maji rovnéZ minimdlni rozpustnost ve
vodé, coZ podmifiuje zvySenou spotfebu e-
nergie pro rozdéleni do dvou fazi. Mimo to
se musi extrahovat na kapalnych uhlovodi-
cich vypéstovand buné&fnd hmota nejméné
jedenkrat organickymi rozpoudtédly.

0 jako zvlast vyhodném zdroji uhliku a
energie se pro kultivaci mikroorganismi ve
velkém méiitku jiZ nékolik let hovofi o me-
thanolu. Tento substrdt mé ty pfednosti, Ze
je pristupny v chemicky &isté formé levné ze
syntézniho plynu, ktery lze vyrdb&t z riz-
nych surovin, jako zemniho plynu, frakci
ropy, ¢erného a hnédého uhli.

Ze zdpadon®mecké zvefejnéné patentové
prihldsky DT-0S 2040358 je znam postup
vyroby proteinu z jednobunéfnych organis-
mi, pFi kterém se pouZiji alkoholy vzniklé z
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oxidace kapalnych alkanti, aldehydy, keto-
ny, karboxylové kyseliny a jejich derivéty
jako zdroj uhliku.

Ze zapadonémeckého vyklddaciho spisu
DT-AS 2152039 je znadmo ziskdvani bakte-
ridlni bundtné hmoty v methanol obsahuji-
cim Zivném meédiu pouZitim bakteridlnich
kmen{: Protaminobacter ruber var. machi-
datus ATCC 21 611, ATCC 21 612, ATCC 21 613
nebo ATCC 21 614.

Ze zéapadondmecké zvelejnéné patentové
prihlasky DT-0S 2311006 je zndm zpisob
vyroby proteinii, pii kterém se aerobni mik-
roorganismus Methylomonas methanolica
NRRL — B —5458 kultivuje na methanolu
jako jediném zdroji uhliku.

Ze zéapadon&mecké zvefejndné patentové
prihlas§ky DT-0S 2 059 277 je zndm mikrobio-
logicky zplisob vyroby proteinu, ktery po-
uZiva ve vhodném Zivném prostfedi metha-
nol jako jediny zdroj uhliku za aerobnich
podminek nésledujici kmeny bakterii: Pseu-
domonas methanica, Pseudomonas sp. ATCC
21 438, Pseudomonas sp. ATCC 21 439, Pseu-
domonas sp. PRL — W 4, Corynebacterium
sp. ATCC 21 232, Corynebacterium sp. ATCC
21235 a Corynebacterium sp. ATCC 21 236.

Ze zapadon&mecké zvefejn&né patentové
pFihlasky DT-OS 2407 740 je zndm postup
kultivace mikroorganismi, p¥i kterém se po-
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uZivd smésné kultury sestdvajici z falkulta-

tivnd methanolu vyuZivajici bakterie a vice-

bakterii nevyuZivajicich methanol. Bakterie
vyuZivajici methanol je nepohyblivd a miZe
vedle methanolu vyuZivat také jiné uhlikaté
substréty, jako napiiklad glukosu nebo gly-
cerin, jako zdroje uhliku.

Ze zépadon®mecké zvefejn&né patentové
pFihlasky DT-OS 2418 385 je zndm zplsob
vyroby produktu obsahujicitho protein, pfi
kterém se pouZije nerfiZové pigmentujici
kmen odvozeny od Pseudomonas extorquens
(HCIB ¢&. 9399).

Pro kultivaci proteinu z methanolu se
podle zndmého stavu techniky nepouZivé Zad-
Z&dn4 obligatorné methanol vyuZivajici bak-
terie, nybrZ pouZivaji se fakultativn& methy-
lotrofni mikroorganismy.

Znamy stav techniky je zdokonalovan po-
stupem podle vyndlezu, ktery pouZiva obli-
gatorné methylotroini bakterii pro ziskdvéa-
ni proteinu z jednobun&nych organismi.

Z jednoho plidniho vzorku z bfehu Ryna
u Ludwigshafenu byla isolovdna methanol
obligatorné vyuZivajici bakterie. 1 g plidni-
ho vzorku byl suspendovédn do 100 ml anor-
ganického Zivného prostiedi:

primarni- fosforetnan draselny [(KH2PO4)
375 g,

sekundérni fosforetnan sodny (NazHPO4)
2,50 g,

siran amonny [{NH4)2S04] 4,00 g,

heptahydrat siranu hofetnatého (MgSO«.
.7 H20), 0,5 g,

tetrahydrat dusitnanu véapenatého
[Ca{NOs)z. 4 H20] 0,025 g,

heptahydrat siranu Zeleznatého (FeSO4.
.7 H20} 0,005 g,

monohydrdt siranu zinetnatého (ZnSOq4.
. H20) 0,005 g v 1000 ml destilované vody,

pH 7,0 s 1% (obj/obj) methanolu jako jedi-
ného zdroje uhliku a energie, a pfi teplotd
30°C se inkubovalo v 500 ml Erlenmayero-
vé barice na tfepatce pfi 100 ot/min. Po pé&ti-
denni inkubaci byla z toho vZdy 0,1 ml na-
tfena na Petriho misky, které obsahovaly to-
téZ prostfedi se 2 % agaru jako ztuZovadla.
Z téchto ploten se po dalsich t¥ech dnech in-
kubace pf¥i 30°C preotkovaly jednotlivé ko-
lonie zFedovacimi ndtéry na plotny s timtéZ
prostedim, po péti tekutych pasaZich se zis-
kala €istd kultura bakteridlniho kmene. Bak-
teridlni kmen byl oznaen jako Methylomo-
nas sp. a obdrZel &. DSM 580.

Byl nalezen zplisob k ziskdvani proteinu z
jednobuné&¢nych organismf@i na b4zi metha-
nolu vyznacujicf se tim, Ze se v reaktoru
prohdnéném plynem s mechanickym nebo
bez ného produkuje rostouci submersni kul-
tura obligatorn& methanol zuZitkovavajicich
bakterii Methylomonas sp. DSM 580 za aerob-
nich podminek, ve které jsou obsaZeny me-
thanol jako jediny zdroj uhliku a energie, a-
norganické Zivné latky a popfipadd rtstové
latky, Ze se kromé& toho do této soustavy p¥i-
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vAadi za reak&ni teploty 20—45 °C vzduch ne-
bo vzduch obohaceny kyslikem a Ze se poté
ze vzniklé t¥ithrdlé soustavy odd&li bun&énd
hmota a su8i se, pfiemZ se produkuje bu-
n&Cnd hmota s obsahem surového proteinu
nejméng 60 aZ% 70 hmot. %, nukleovych Kky-
selin 2 a% 17 hmot. %, popela 3 aZ 6 hmot.
procent, tuku 2 aZ 8 hmot. % a Ze kapalné
faze zbavend bun&fné hmoty se popiipadé
¢dstetné nebo zcela pfi postupu recykluje.

Ristové latky jsou pfirozené nebo synte-
tické sloudeniny, které mikroorganismus po-
tfebuje, ale které si nem@Ze sdm v dostatec-
né mife syntetizovat, na rozdil od téchto 14-
tek jsou Zivné latky chemické slouleniny,
které vedle zdroje uhliku a energie obsahu-
je anionty a kationy, které jsou mikroorga-
nismy pfijimany a jsou pro jejich rist nut-
né. ,

Zptsob podle vynédlezu k ziskdvani pro-
teinu z jednobuné&énych organismi produ-
kujicich obligatorné methanol vyuZivajici
bakterii Methylomonas sp. DSM 580 s nésle-
dujicimi charakteristickymi vlastnostmi:

1. Morfologie buné&k:

tyfinky v rozmérech 0,3—0,6X1,0—1,8 g,
pohyblivé v poldrnim prostiedi.

2. Mortfologie kolonii:

transparentni, bilé, kulaté a hladké, asi 1
az 2 mm priméru po dvou aZ tfech dnech.

3. Vlastnosti kmene:

gramnegativni, suchad bun&é¢nd hmota sla-
bé riZova.
4. Fyziologie:

piisné aerobni, kataldza, positivni, metha-
noldehydrogendza positivni, hexosafosfdtsyn-

tetdza positivni, hydroxypyrohroznova re-
duktdza negativni.

5. Rlstové vlastnosti:

’ min. opt. max.
teplota °C 20 33—36 45
pH 45 65—7,5 9,5
koncentrace (ODbj/
methanolu % /obj) 0,5—1,5 5,0

Bakterie Methylomonas sp. byla uloZena v
zdpadonémecké shirce mikroorganismi v
Gottingen pod €. DSM 580.

Methylomonas sp. DSM 580 miiZe rist je-
nom na methanolu jako zdroji uhliku a e-
nergie, nikoliv na methanu, methylaminu,
ethanolu nebo glukose, jak je zndzorn&no v
nésledujici tabulce:

Rist Methylomonas sp. DSM 580 na rfiz-
nych zdrojich uhliku ve vodném anorganic-
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kém Zivném prostiedi za aerobnich podmi-
nek

substrat rist

methanol —
methanol +
methylamin —
formaldehyd —
mravengan —
ethanol —
1-propanol —
2-propanol —
octan —
mléénan —
pyrohroznan —
jantaran —
citran —
glukosa —
fruktosa —
serin —

Vyévétlivky ke znackdm:

-+ znaci rist
—znati Zadny riist

Déale bylo nalezeno, Ze se Methylomonas sp.
DSM 580 ziska pfi arZovitém vedeni postupu
pii potate&ni koncentraci 0,5—5 % methano-
lu, zvlasts p¥i 2—3 % objemovych %, a Ze
se Methylomonas sp. DSM 580 kultivuje pfi
fizeném udrZovéani konstantni koncentrace
methanolu od 0,01—2,0 o0bj.%, s celkovym
obratem 25 obj. ‘% methanolu.

Potom bylo nalezeno, Ze se ziska Methylo-
monas sp. DSM 580 pii nepfetrZitém vedeni
postupu pii priitokové davce od 0,1 — 0,5
obj/obj/h za chemostatickych nebo turbido-
statickych podminek.

Mimo to bylo nalezeno, Ze se b8hem ristu
nastavi pH hodnota od 4,5—89,0, s vyhodou
6,5—7,5 pFidavkem alkalii, popfipadé kyse-
lin.

Déale bylo nalezeno, Ze produkce Methylo-
monas sp. DSM 580 se provadi pFi teploté
mezi 20—45 °C, a vihodou 33—36 °C.

Jedt& bylo nalezeno, Ze b&hem kultivace
se privadi do reaktoru vzduch nebo kyslikem
obohaceny vzduch ve vzduchovaci davce 0,5
—1,5 obj/obj/min a privddénd plynna smés
mé obsah kysliku od 20 do 60 obj. %.

Mimoto bylo nalezeno, Ze b&hem kultivace
se privadi do reaktoru vzduch nebo kyslikem
obohaceny vzduch ve vzduchovaci davce
0,1—0,2 obj/obj/min a p¥ivddénd plynnd smés
mé obsah kysliku od 20 do 60 obj. %.

Déle bylo nalezeno, Ze vodny Zivny roztok
jako zdroj dusiku obsahuje amonné nebo/a
dusitné soli, nebo/a modovinu, jakoZ i pro
riist nutné kationty sodné, draselné, hofec-
naté, vapenaté, Zeleza, zine¢naté, manganu
a anionty fosforetné, siranové, dusitnanove,
chloridové a riistové 1atky.

Postup podle vynélezu se bliZe vysvétluje
nésledujicimi priklady.

Priklad 1

80 1 reaktor se naplni 50 1 Zivného rozto-
ku (sloZeni:

200 g siranu amonného (NHz)280g,

150 g primérniho forfore¢nanu draselneho
KH2PO4,

25 g heptahydratu siranu hofs¢natého
MgS04. 7 H20,

1,25 g tetrahydratu dusitnanu védpenaté-
ho Ca(NOs}z.4 Hz0,

0,25 g heptahydratu siranu Zeleznatého
FeS04.7 H20,

0,25 g monohydratu siranu zinenatého
ZnS04 . H20,

0,25 g chloridu draselného KCl

v 50 1 vody), pfi 212 °C se 10 minut sterilizu-
je, ochladi na 35 °C a p¥ida se asepticky 1000
mililitrft methanolu, naotkuje se 500 ml i-
nokula Methylomonas sp. DSM 580, suspen-
duje se 28 hodin p# 35°C turbinovym mi-
chadlem (300 ot/min) a pii vzduchovacim
davkovani 0,7 obj/obj/min se kultivuje. B&-
hem produkce se udrzuje v submerzni kultu-
fe automatickym priddvanim 6 obj. % roz-
tokem amoniaku konstantni hodnota pH 7,0.
Po 22 hodinédch se reaktor ochladi na 15 °C,
hodnota pH se nastavi pridavkem Kkyseliny
sirové na pH 3 a vyloutend bunétnad hmota
se odfiltruje, promyje vodou a suSi (324 g
susiny bunééné hmoty).
SloZeni bundtné hmoty je ndsledujici:

71 % surového proteiny,
g 0 nukleovych kyselin,
4 % popela a
7 % tuku,

vztaZeno na suSinu bun&tné hmoty.
Priklad 2

3401 bioreaktor, opat¥eny ,Intensorem‘
(vyrobce firma Giovanola Fréres, S. A., Mon-
they, Svycarsko), se naplni 200 litrdi Zivného
roztoku sloZeni:

500 g siranu amonného (NH4}2S04,

500 g dusitnanu amonného NH4NO3,

600 g primarniho fosforetnanu draseiné-
ho KHz2POy4,

500 g sekunddrntho fosforetnanu sodného
NazHPOy4,

140 g heptahydratu siranu ho¥eCnatého
MgS04 . 7 H20,

15 g tetrahydratu dusitnanu védpenatého
Ca{NOs3)2. 4 H20,

6 g heptahydréatu sivanu Zeleznatého
FeS04.7 H20,

2 g chloridu draselného KCl1

ve 200 1 vodovodni vody, hodnota pH se na-
stavi na 6,8, 15 minut se sterilisuje pii tep-
loté 121°C, ochladi se na 33 °C, pFida se a-
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septicky 2000 m! methanolu, ofkuje se 4000
mililitrd 18 hod. pfedkulturou Methylomonas
sp. DSM 580, p¥i 33 °C se kultivuje p¥i vzdu-
chovacim dédvkovani 0,5 obj/obj/min a pFi
pottu 1800 otafek za minutu. B8hem riéstu se
v submersni kultu¥e udrZuje automaticky
koncentrace methanolu na 0,5 obj. %, zatim-
co se stanovuje koncentrace par methanolu
v odpadnim plynu, odpovidajici koncentraci
v kapaling, nepfretrZit€é pomoci plamenného
ionisafniho detektoru a pomoci davkovate
se I'ldi nutné davkovéani methanolu, mimo to
se udrZuje 12 % obj. roztoku amoniaku au-
tomaticky pH regulacnim zaifizenim hodnota
pH 6,8. Potom co prdvé po 25 hodinach do-
sdhne koncentrace bungk 14 g bun&&né hmo-
ty suSiny na 1 litr, vzduchuje se za kon-
stantni vzduchovaci davky vzduchem obo-
hacenym kyslikem o 40 obj. %. Postup se po
60 hodindch zastavi ochlazenim na 15°C, v
priitokové odstfedivce se pii 10 000 g oddsli
bun&fnd hmota a su3i se. Za téchto podmi-
nek postupu obndsi vytdZek bun&tné hmoty
0,44 g bun&tné hmoty/g methanolu s obsa-
hem 76 % surového proteinu, 6,5 % nukleo-
vych kyselin, 5 % popele a 4,5 % tuku, vzta-
Zeno na suSinu buné&tné hmoty.

Priklad 3

801 biorekator, opatfeny ,Intensorem‘
jako v pr¥ikladu 2, se naplni 50 1 Zivného roz-
toku o sloZeni, jaké je popséno v pfikladu 1,
naotkuje se 1000 ml kultury Methylomonas
sp. DSM 580, kterd byla pred tim Kkultivova-
na 15 hodin p¥i teplot& 35 °C, pfFi teplotd 35
stupiifi Celsia se kultivuje pifi vzduchovaci

ddvce 0,5 obj/obj/min a p¥i podtu otddek 1200
otdfek/min a p¥i konstantni hodnotd pH 7,0
za statickych podminek. Kontinudlni kultu-
ra se po 18 hodindch spusti pii priitokové
déavce 0,05, po dalSich 48 hodindch se zvysi
pritokovd ddvka na 0,1 a potom b&hem 120
hodin se stoupéa stupiiovitd na 0,35. Za téch-
to podminek se udrZuje rovnovédZny stav p¥i
koeficientu vyt&Znosti bun&éné 0,46 (g su-
8iny bun&fné hmoty/g methanolu) a pro-
duktivit® 10,8 g/V/h. Vznikajici filtrat kultu-
ry se v 50 obj. % mnoZstvi vraci zp&t do re-
aktoru za odpovidajiciho sni¥eni mnoZstvi
privddéného Zivného roztoku.

Bun&&né sloZeni obnasf 72 % surového pro-
teinu, 4,5 % nukleovych kyselin, 3,5 % pope-
la a 5,5 % tuku, vztaZeno na suSinu bun&&né
hmoty.

Postup podle vynédlezu m4 tu pfednost, Ze
se poprvé pouZivd obligatorn& methylotrof-
ni bakterie, kter4d md proti zndmym fakulta-
tivné methylotrofinim mikroorganismim vy§-
§1 produktivitu. P¥i postupu podle vynédlezu
se nemohou vyvinout Z4dné mutanty, které
by ztratily schopnost riist na methanolu. Bak-
terie je pii postupu podle vynélezu proto vel-
mi stabilni, jeji l4tkovd vymé&na je sniZena
na minimum, dal3i genetické zmény vedou k
odumirdni buné&k. Dalsi vyhoda postupu po-
dle vynélezu spofivd v tom, Ze methanol di-
similadni a asimilaén{ enzymy jsou konsti-
tutivni. Provadi-li se postup podle vynélezu
kontinudlné za limitujicich podminek pro
methanol, je obsah nukleovych kyselin bu-
n&tné hmoty velmi nizky a zraty methanolu
odpafenim se prakticky rovnaji nule.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob ziskdvani proteinu z jednobu-
nétnych organismit na bazi methanolu, vy-
znatujici se tim, %e v reaktoru prohdn&ném
plynem, opatfeném popfipad® mechanickym
michénim, se produkuje rostouci submerzni
kultura bakterii zuZitkovdvajicich obligator-
né methanol Methylomonas sp. DSM 580 za
aerobnich podminek, ve které jsou obsaZeny
methanol jako jediny zdroj uhliku a ener-
gie, jakoZ i pro rlist nezbytné kationty sodi-
ku, drasliku, hoft¢iku, vdpniku, Zeleza, zin-
ku a manganu a anionty fosforednanové, si-
ranové, dusi¢nanové a chloridové, Ze kromé
toho se do této soustavy piivadi za reakéni
teploty 20 aZ 45 °C vzduch nebo kyslikem o-
bohaceny vzduch, p¥i€emZ se produkuje bu-
nétnad hmota s obsahem surového proteinu
alespoii 60 aZ 76 hmot. %, nukleovych ky-
selin 2 aZ 17 hmot. %, popela 3 aZ 6 hmot,
procent, vztaZeno vZdy na hmotnost bunsd-
né susiny, a Ze se poté ze vzniklé trifdzové
soustavy oddéli bunéénd hmota a susi.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se kapalnd fdze, zbavend bun&tné
hmoty, p¥i postupu &4steénd nebo zcela re-
cykluje.

3. Zplsob podle bodu 1 nebo 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze se Methylomonas sp. DSM 580
kultivuje SarZovitym postupem p¥i poCate&ni
koncentraci 0,5 aZ 5,0, zejména 2 aZ 3 obj. %
methanolu.

4. Zptsob podle bodu 1 nebo 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze se Methylomonas sp. DSM 580
kKultivuje SarZovitym zplsobem pfi Fizeném
zachovavani stdlé koncentrace methanolu o
0,01 aZ 2,0 obj. %, aZ do dosaZeni pFem#ny
celkem 25 obj. % methanolu na bun&&nou
hmotu.

5. Zphsob podle bodu 1 nebo 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze se methylomonas sp. DSM 580
kultivuje nepfetrZitym zplisobem p#i prito-
kové dédvce 0,1 aZ 0,5 obj/obj/h za chemosta-
tickych neb turbidostatickych podminek.

6. Zpiisob podle bodit 1 aZ 5, vyznadujici
se tim, Ze se udrZuje b&hem ristu pfidavkem
alkalii, popfipadé kyselin prakticky kon-
stantni hodnota pH 4,5 aZ 9,0. .

7. Zpisob podle bodl 1 aZ 6, vyznadujici
se tim, Ze se pFivadi b&hem kultivace do re-
aktoru vzduch nebo kyslikem obohaceny
vzduch v provzduSilovacich dévkéach 0,5 aZ
1,5 obj./obj./min a Ze privddénd plynnd smds
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méa obsah kysliku 20 aZ 60 obj. %. 9. Zphsob podle bodt 1 aZ 8, vyznacujict
8. Zptsob podle bod 1 aZ 7, vyznadujici se tim, Ze vodny Zivny roztok obsahuje ja-
se tim, Ze se privadi béhem kultivace do re- ko zdroj dusiku amonné soli nebo/a dusi&-
aktoru vzduch nebo Kkyslikem obohaceny nany nebo/a modovinu a riistové latky.

vzduch v provzdusiiovacich ddvkéach 0,1 aZ
0,2 obj./obj./min a Ze privddénd plynnd smés
mé obsah kysliku 20 aZ 60 obj. %.

Severografia, a. p., xévod 7, Most
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