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(54) Zpisob vyroby kvasnilngch produktd

z metanolu

(57) fedenf se tjké oboru mikrobiologie, S
biotechnologie, krmivd¥stvi a pF¥{padn& vy-
roby specidlnich chemikdlif wikrobn{ syn-
tézou Jako gsou alkohol oxidéza, formalde-
hyd- a formidt dehydrogandza, dlhydroxyﬁ
aceton syntédza, kataldza, redukovany glu-
tathion, redukoveny nikotinadenindinukleo-
tid a adenosintrifosf4t., Mikrobni biomasa
a uvedené produkty se ziskdvaj{ kultivaecil
methylotrofnich kmend kvasinek v médiu ob-
sehujic{m methaenol v koncentraei 0,3 a%

1 % hm. a xylozu v koncentraci 0,1 aX 0,3 %
hmot., a to p¥i teplot® 30 a% 40 “C a pﬁ
3,0'6% 3,5, Kultivace je provéddZna za ste-
rilnfch podminek pomoc{ kmend kvasinek
Candida boidinii 11Bh; C, boidinii 1,
Hangenula polymorpha, Pichia nebo Jejich
sm&s{ a nebo za nesterilnich podminek kul-
tivace a acidotolerantnimi kmeny kvasinek
C. boidinii 2 a Hansenula 'sp. 3. Odpadnd{
xylézou obsaZenou v lignocelulozovych hyd-
rolyzdtech lze nehradit aZ z 50 % hmot.
surovinu metanol a tak snffit ndkledy na
vyrobu krunych kvasnic i Cj specifickych
produkti, Takto ziskand kvasnilnd biomasa
je bohatd na bilkoviny, esencidlnf{ aminoky-
seliny a vitaminy B1 a B2.
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Vrndlez se tykd zpisobu vyroby kvasnilngch produktd z metenolu.

X712a, zejména ve form¥ odpadnich lignoceluldzovych hydrolyzdtd slouif jeko
levny thlikaty zdroj pro vyrobu krmnych kvesnic pomoc{ Jinych neZ metylotrofnich
kvasinek {outorské osviddfeni &. 1888457 a &. 244335). Xylc;zu Jo vidak wmoZ%no pouift
jako surovinu, bud samotnou, nebo v Xombinaci s metanolem pro rist metylotrofnich
kvasinek k zisxdn{ vysoce hodnotné kvesni¥né biomasy pouZitelné jako bilkovinné a
viteminosn{ kraivo pro hospodd¥skd zvifata-a jako zdroj pro p¥ipravu C1 specifickych
produkzd jako alkohol oxidédzy, formaldehyd- a formidt dehydrogendzy, dihydroxyaceton- -
syntdzy, ddle kataldzy, redukoveného glutathionu (GSH), redukovaného nikotinadenindi-
nukleotidu (NATH) a adenosintrifosfédtu (ATP).

Na rozdfl od zehreniZnich postupl, kdy Je pro vyrobu biomeasy a C, specifickych
produksd, jako Je alkohol oxiddza (Germen Patent 2557623, Unilever PLC, EEC Patent
Applicetion 823035), glutathion (Japen Kokei 77, 156, 994) a ATP (Agr. Biol. Chem.
49, 637, 1985) pou’it ¢isty metenol a steriln{ kultiva¥n{ podminky, Je woZno podle
vynélezu nahradit metenol e¥ z 50 % hmot. odpadnf xyldzou obsafenou v lignoceluldzo-
vych hydrolyzdtech pFi zachovédni stejné kvality kvesnitné biomaesy a obsehu C, speci-
tickych produktd jako ze samotného metanolu a p¥i u2itf{ acidotolerentnich kmend me-
tylotrofnich kvesinek pou%it i nesterilnf kultivain{ podminky. Tim Je moZno sniiit
ekonomické néklady jek na surovinu metenol, tek na energii pot¥ebnou ke sterilaci
média, zaFffzeni i vedeni kultivace.

Predmétenm vyndlezu je zpisob vyroby kvésmiénych“produktﬁ % metanolu, Jjeho% pod-
‘statou Je, fe kvesnilné metylotrofni kmeny se kultivujf v médiu obsehujicim metanol
v koncentraci 0,3 a% 1 % hmot. a xyldézu v koncentraci 0,1 af 0,3 % hmot, pri teplotd
308240°Cap3305235.

Jeko metylotrofni kmeny kvasinek se pouzivaai Candida boidinii llnh, C. boidinii
1, Hansenule polymorpha, Pichias nebo jejich smdsi za sterilnifch kultiva&nich podminek
a nebo acidotolerantni metylotrofn{ kmeny kvasinek Cendida boidinii 2 a Hansenula sp.
3 za nesterilnich kultivednich podminek.

Zpisod vyroby podle vyndlezu je umoZn¥n tim, Ze metylotrofnf kmeny kvasinek
Jsou schopny bihem rdstu na xyldze v pf{tomnosti metanolu, na rozdfl od glukdzy nebo
etenolu, syntetizovat enzymy specifické pro metabolismus methqolu v mnoZstvi dosahu-
jici a% 100 % vyse hladiny enzymd syntetizovangech v buiikdch vyrostlych na samotném
metanolu. Tato skutednost je podmindna tim, %e xyldza Je na rozdil od glukdzy a eta-
nolu slabym katebolickym represorem syntézy enzymd specifickych pro metebolismus meta-
nolu a v mnostvi 0,1 8% 3 g v litru média v pf{tomnosti i melého mnoZstvi metsnolu
Jako induktoru nereprimuje syntézu Cc, specifickych enzymd vibec. '

Tim, %e je xyldza b3hem kultivace metylot?ornich kvasinek utilizovdna nezévisle
a soulfasnE-s metanolem s meximédlnimi vyt&Zfky biomasy, Je vysledné mnoistv{ vyrobené
kvasniZné biomssy na sm¥sfch xyldzy a metenolu aditivnf. Aditivnf je tfm i vyrobas
v3ech produktld, které ap»pombci biomaesy z metenolu vyrdb¥ji.

Schopnost metylotrofnich kvasinek produkovat na xyldze s metanolem Cy specific-
ké produkty a diomasu stejné kvelity jako na samotném metanolu, umoinuje Set#it suro- -
vinou metenolem a zvy3it vytdinost biomasy metylotrofnich kvasinek vztaZenou na
spotfebovany metanol ze 40 4 hmot., kterd Je meximdlnf pro metanol, a% na 85 % hmot.
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Pr{klad 1

V leboratornim mechenicky mfcheném fermentoru s celkovym objemem 5 litrd & pln¥-
nim 2,5 litru byla provedena Jednordzovéd kultivace kvasinky Candida boidinii 2 na mi-
nerdlnim médiu s xyldzou. SloZeni minerdinfho média bylo: 1 litr vodovodni vody,
3 g MH,C1; 7 g KH,PO,;0,5 g MgS0,4.7H,03 0,1 g NaCl;
100 mg kvesnilného extrsktu a 10 /o biotinu. Xyldza byla poulita v mnoZatvi 3 g
v 1 litru média. pH média b&hem kultivace bylo udrZovéno sutomaticky na konstantn{
vysi pH 3,0 ddvkovénim 3 % hmot. KOH nebo NaOH a teplota na 30 .°C. Koncentrace roz-
pustdného kysliku v médiu byla udrZovédna v rozmez{ 50 aZ 70 % nasyceni vzduchem. Ino-
kulem byly bunky kvasinky C. boidinii 2 predkultivovené na médiu s xyldzou a metano-
lem, s vyhodou na médiu s 1 % hmot. metanolem.
Vyu#itim xylozy byla ziskéna biomasa kvasinek se 43 % vytiZkem vzteZenym na spotfebo-
venou xyldzu. V z{skané biomaese byla detekovéna hladina specifické aktivity alkohol
oxidézy (stenovena na metanol), kterd byla 40 8% .50 % rel. v pfepoltu na hladinu ak-
tivity enzymu v bunkdch vyrostlych ne médiu s metanolem,

Pr{klad 2

V laboratornim mechanicky wicheném fermentoruo objemu 5 litrd bdyle provedena
Jednordzovd kultivace kvasinky C. boidinii 2 Jeko v pffﬁiadu 1l s tim rozd{lem, Ze
zdrojem uhliku byle xyldze ve sm&si s metanolem v pom¥ru 1 : 1,tJ. 3 g xyldézy a 3 g
metanolu v 1 litru média. Hladina specirické aktivity alkohol oxiddzy v z{skanych
bunkdch dosshovale 100 % rel. Vyt&Zek kvasni®né biomasy z obou zdrojﬁ byl aditivni.
PFi p¥epodtu na spot¥eboveny metanol byl 85 %.

Pro srovnéni byly provedeny Je3t& dalsf 3 kultivace s pom&rem xyldzy a metanolu jak
uvéd{ tebulka &. 1 '

’

Tabulka 1

Aktivita alkohol oxiddzy e vyt&¥nost biomasy kvasinky C. boidinii 2 vyrostlé na
. sm¥sfch xyldze-metanol

Fermentor

1 2 3 4
metanol g/l 3 3 3 3
. Xyloza /1 1 2 3 T
sp. aktlvlta alkohol
oxidézy rel. C % <100 100 100 40
vytéZnoat biomasy ’
vzteZené na metanol % 56 .70 85 85
Pi{klad 3

Ve étvrtprovozniﬁ mechanicky michaném fermentoru o objemu 75 litrd s plnZnim
40 litrd minerdlniho média byla provedena jednordézovéd kultivece kvasinky C. boidinii
2 jeko v pfikledu &. 2 s tim rozdflem, Ze 25 a% 50 % hm. smis xyléze-metanol byla
priddvdna do fermentoru odd¥lenZ od média prftokovym zplsobem v zdvislosti na koncen-
traci rozpu3tiného kysliku v médiu b¥hem fermentace. Koncentrace rozpu¥tiného kysliku
byla udrfovéna sutometicky v rozmezi 20 a% 40 % nasyceni média. pH wedia bylo udrZo-
vdno na.konstantnf vy%i 3,0 a¥ 3,2 sutomatickym dévkovénim 50 % hm. KOH, NaOH
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s vyhodou &pavkové vody a teplota na 30 °C. Hladina specifické sktivity alkohol oxi-
ddzy i vyt&Zek biomasy byl jako v pffkladu ¥. 2, Obsah bf{lkovin v biomase byl 55 %.

Pr{klad 4

Bylo postupovéno stejnd Jjako v p¥{kladu . 3 s tim rozdilem, Ze byl pouZit kvas-
nidny kmen Hansenula sp. 3 p¥i kultuvednf teplotd 37 a 40 °C.

Pr{klad S

Bylo postupovéno stejnd jako v p¥ikladu & 3 s t{m rozdflem, %e xyldza byla
priddna do sm&si ve form¥ hydrolyzdtu lignoceluldzovych odpaedl, s vihodou hydrolyzdtu
slémy (AO 188457) nebo odpadnfch xyldzovych viluhd dfevozpracujiciho primyslu.

Pf{klad 6

Ve &tvrtprovoznim mechanicky ut{chaném fermentoru o objemu 75 litrd jako v pff-
kladu &, 3 byls provedena kontinudlni kultivace kvasinky C, boidinii 2 ze nesteril-
nich podminek. Zdrojem uhliku byla xyldza s metanolem ve ‘sm¥si jako v priklad¥ &. 3
nebo Jako v piiklads &. 5 s tim rozdilem, Ze xyldza pPitékala do fermenmtoru spolu’

s minerdlnim médiem a metanol byl ddvkovdn odd¥lend pi{tokovim zpisobem v zdvislosti
na zfedovaci rychlosti médie @ na koncentraci rozpustiného kysliku v médiu jako v
pfikladu 3, Z¥edovact! rychlost média byla v rozmez{ D 0,05 a¥ O,lh'l, 8 vyhodou pfi
- D 0,05 a¥ 0,08. Hladina specifické aktivity alkohol oxiddzy, ale i katalézy byla

v bunkdch 100 % rel. s vytéiek vztaieny na spotfebovany wmetanol bvl 85 %, Obsah bil-
kovin v kvasnilné biomase byl 60 % hmot.

Pr{klad 7 ' _ \

Bylo postupovédno stejn¥ jako v pfikladﬁ € 8 tim rozdilem, Ze byl pouZit kvas-
ni¢ny} kmen Hansenula ap. 3 p¥i teplotd 37 a% 40 °C a kfe&ovnci rychlost wédia, s vy-
hodou 0,05 a% 0,1. n-t

Kvasni¥nd biomasa ziskend zpisobem podle vyndlesu Je bohatd na bilkoviny, esen-
cidlnf aminokyseliny a viteminy 31 e 82 @ lze Ji s vyhodou pouf{t Jako hodnotné bdil-
kovinné a viteminosn{ krmivo pro hospoddiskd svifate s Jako zdroj pro vyrobu C, spe-
citickych produktﬁ, Jako Jsou alkohol oxiddza, formwaldehyd- a formidt dehydrosenéza,
dihydroxyacetonsyntdza, ddle kateldza, NADH, GEH a ATP,

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob vyroby kvasnilnych produktd z metenolu, vyznaleny tim, %e kvasni¥né
metylotrofni kmeny se kultivujf v médiu obsahujicim metanol v koncentraci 0,3 a2 1 %
hmot. @ xylozu v koncentraci 0,1 az\o 23 % hmot, a to pii teplot¥ 30 af 40 °c a
pH 3,0 a% 3’50 ' .

2. Zpisod podle bodu 1, vyzneleny tim, %e jako metylotrofn{ kmeny kvasinek se
poulivaj{ Candida boidinii 11Bh, Candida boidinii 1, Hansenula polymorpha, Pichia ne-
bo jejich sm¥si za sterilnfech podminek & nebo acidotolerantnf metylotrofn{ kmeny kve-
sinek Candida boidinii 2 a Hansenula sp. 3} za nesterilnfch kultivadnfch podminek.
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