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Zptisob produkce biomasy o vysokém ob-
sahu bilkovin fermentaci Zivné plidy novym
kmenem Candida NRRL Y-11062, ktery me-

. tabolizuje methanol jako jediny zdroj uhli-
ku a energie. Teploty 20 aZ 35°C a pH 25
az 6,5 jsou ucelné pro dosaZeni vysokych
vitezka.
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Vynélez se tykd zplisobu vyroby mikro-
bidlni biomasy o vysokém obsahu bilkovin
Kultivaci kmene kvasinky rodu Candida,
ktery je schopen vyuZivat methanolu jako
jediného zdroje uhliku a energie.

V disledku vysoké reprodukéni rychlosti
mikroorganism@ i jejich obsah@t bilkovin
pfedstavuje tvorba mikrobidlnich biomas
velmi rychly zpidsob vyroby bilkovin.

Pro vyrobu biomas byly dosud pouZivdny
odpadni cukry, napiiklad melasy z cukro-
vartt nebo odpadni sulfitové louhy z papi-
ren.

V posledni dob& byly na zdklad® znatné
dostupnosti a nizké ceny ropy adaptovany
zplisoby vyroby biomasy pouZivajici jako
substrat bud surové frakce ropy, nebo vyso-
ce Cisténé smési normdlnich parafind.

PouZiti takovych substratdi zaloZenych na
ropé méd z technologického hlediska n&kolik
nedostatkd, které jsou zplsobeny jejich ne-
rozpustnosti ve vods, znadnym mnoZstvim
kysliku, ktery potiebuji mikroorganismy k
asimilaci a znafnym mnoZstvim tepla, které
se tvofi ‘b&hem fermentace. B&Z%né naklady
pri vyrob& biomasy jsou kromé& toho zvy3o-
vany hutnosti dokonalého &iSt&ni substréatu
nebo/a pe€livym promyvanim vznikajici bio-
masy, aby se odstranily potencidln& nebez-
petné sloZky ropy.

K takovym potiZim nedochdzi, jestliZe se
vyroba biomasy provadi za pouZiti ni#Sich
alkoholdl, napiiklad methanolu nebo etha-
nolu jako substrat. V diisledku jejich doko-
nalé rozpustnosti ve vodg, t8kavosti i sku-
teCnosti, Ze jsou dostupné ve vysoké Gisto-
t&, je moZné ziskdvat biomasu, ktera je pros-
t4 neZadoucich zbytkdl. Misitelnosti s vodou
jsou odstranény problémy s misenim, se kte-
rymi se setkdvdme u frakci ropy, zatimco
skutetnost, Ze v jejich molekulach je jiZ obsa-
Zen Kkyslik, sniZuje potfebu kysliku na jejich
asimilaci: z této skuteCnosti prameni daldi
vyhoda, totiZ, Ze tvorba biomasy je provaze-
na sniZenym vyvojem tepla, ¢ehoZ ddsled-
kem je sniZeni ndkladd na chlazeni.

Ethanol je vyuZivdn velkym mnoZstvim
mikroorganismfi a mé&l by byt idealnim sub-
stratem pro vyrobu biomas, aviak jeho cena
je pom&rné vysoka. Methanol naopak 1ze vy-
rabét levné a ve vysokém stupni Cistoty. Ta-
to skutetnost se stala podkladem pro tsili,
které bylo vynaloZeno na nalezeni mikroor-
ganismt, které jsou schopny uinng vyui-
vat methanol. Z technické a patentové li-
teratury je zndmo, Ze t8mto poZadavkim si-
ce vyhovuji &etné bakterie, zatimco udinnost
dosud popsanych kvasinek je spiSe nizka.

Obohacenim kultivatniho média a izolaci
ziskanych kvasinkov§ch bun&k pFi konti-
nuélni kultivaci se podle vynélezu podafilo
izolovat novy vyhodny kmen Kkvasinky
(NRRL Y-11062), ktery je schopen vyuZivat
methanol jako jediny zdroj uhliku a energie.

Podstata zdokonaleného zpfisobu vyroby
biomasy o vysckém obsahu bilkovin kulti-
vaci kvasinkového kmene rodu Candida, kte-
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ry se provadi p¥i teploté v rozsahu 20 a¥
35°C a p¥i pH o hodnot& 2,5 aZ 6,5 na Zivné
puds, kterd sestdvd z roztoku soli a kterd
jako jediny zdroj uhliku a energie obsahuje
methanol, a izolaci ziskanych kvasinkovych
bunék, spofivd podle p¥itomného vynalezu
v tom, Ze se jako kvasinkového kmene po-
uZivd kmene Candida NRRL Y-11062.

Uvedeny novy kmen je uloZen ve vefejné
sbirce kultur mikroorganismé NRRL (Nor-
thern Regional Research Laboratory v més-
té Peoria, Illinois, Spoj stdty americké) pod
depozitnim registraénim oznadenim Y-11062.

Vlastnosti tohoto kmene budou zfejmé z
nésledujici specifikace jeho znakd.

Kmen NRRLY-11062 se reprodukuje mul-
tipolarni germinaci a vytvari oddglené vej-
Cité builky nebo shluky tvoFené mnoZstvim
podlouhlych buné&k (pseudomycelium).

V tekutém kultivaénim prostfedi tvo¥i se-
diment, zatimco v pevném prostFedi to jsou
bud hladké a lesklé kolonie nebop nepré-
hledné a svrastélé kolonie. Pfi pFipravé
subkultur kmene na pevném prostfedi kmen
nabyvé stdle vice hladkého a lesklého vzhle-
du, coZ odpovidd v tekutém prost¥edi oddg-
lenym buiikdm, zatimco pFi kultivaci kmene
za urcitych podminek v tekutém prostiedi
prevladd pseudomycelidrni forma odpovi-
dajici zvrdsnénym a opaknim buiikdm. Spé6-
ry jakéhokoli druhu nebyly pozorovany. Na
zdkladé takovych morfologickych znakfi se
dospélo k zdvéru, Ze kmen néleZi do rodu
Candida podle klasifikace navrZené ]. Lod-
derovou v dile ,, The Yeasts; A Taxonomic
Study*, 1970.

Fyziologické vlastnosti uvedeného nového
kmene jsou nésledujici:

1. Fermentatni vyuZivani né&kterych zdroji
uhliku: :

D-glukdza -+

D-galaktéza —
sachardza —
maltbza —_
trealéza -
laktéza —

2. Rist:

D-glukodza
D-galaktdza
L-sorbjza
sachardza
maltdza
cellobidza
trehaléza
laktéza
malibitza
rafindza
melezitdza
inulin
Skrob
D-xylaza
L-arabingza
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1. Fermentalni vyuZivdni nékterych zdro-
it uhliku:

D-arabintza
D-ribdza
L-rhamnoéza
ethanol

glycerol

erythrit

D-glucit

kyselina mléCna
kyselina jantarova
kyselina citronova —

inosit ' —
dusiénan e

bez vitamind —

pri teplot& 37 °C + (slabé&)

(slabg)

|+ 1+

P+

|

Srovndni fyziologickych vlastnosti uvede-
ného nového kmene s vlastnostmi uvedeny-
mi vpPfedu ve studii Lodderové, jakoZ i s
vlastnostmi uvedenymi v knize J. A. Barre-
ta a R. J. Pankhursta ,,A New Key to the
Yeasts ukézalo, Ze tento kmen se li§i od
vSech druhé kvasinek popsanych v téchto
knihéch.

V technické a patentové literatufe bylo
popsdno mnoho kvasinek schopnych vyuZi-
vat methanol (viz C. L. Cooney a D. W. Le-
vine: ,Singlo-cell protein“ II-MIT Press,
1975), av8ak vlastnosti kmene SP M 180 se
1i%f od vSech kment, které jsou vynélezcim
Zname.

Pro tento kmen je svého druhu pfiznac-
nou jeho schopnost asimilovat G&inné&ji me-
thanol neZ ethanol. Kmen lze kultivovat v
diskontinudlnich i kontinudlnich kulturach,
av3ak jeho vlastnosti se lépe vyuZivaji v
kontinudlnich kulturédch.

Kromé toho, v disledku jeho schopnosti

dihydrogenfosforetnan draselny KH,PO,
dihydrogenfosforetnan sodny NaH,PO,
siran amonny (NH;)9S0,

siran hofetnaty MgSO, . 7 HyO

siran Zeleznaty FeSO; .7 HyO

chlorid vépenaty CaCl,

siran zinetnaty ZnS0O; .7 Hy0

Kvasnitny extrakt

Biotin

Stopové prvky [roztoky)

Roztok stopovych prvkd, piipraveny ve
ziedéné kyseliné chlorovodikové (1 ml kon-

siran mé&dnaty CuSOy . 5 H,0
kyselina boritd HsBO4

siran manganaty MnSO, . H,0
jodid draselny KJ

chlorid kobaltnaty CoCl, . 6 H,0
kysliénik molybdenovy MoOg

_vytvaiet pseudomycelium, lze ziskat kultu-
ru, kterd velice snadno sedimentuje: této
vlastnosti lze vyuZit pro kontinudlni kulti-
vaci s Castetnym odebirdnim nebo recyklo-
vanim biomasy, coZ je skuteCnost, kterd u-
moZiuje vy3si hodinovou produkci. Snadnd
sedimentace ¢ini mimo to izolaci biomasy
pohodlngjsi.

P# praktickém provadd&ni sestdvd zplsob
z naotkovan{ pldy kmenem NRRL Y-11062,
kterd?to ptda obsahuje esencidlni prvky
(dusik, fosfor, draslik, hofcik, Zelezo, vap-.
nik), ristové faktory (kvasnitné extrakty a
biotin), minerdlni stopové prvky a metha-
nol jako zdroj uhliku a energie. Zivné plda
se inkubuje za michéni p¥i teplot& v roz-
sahu 20°C aZ 30°C, s vyhodou mezi 30°C
a 33°C, pfi¢emZ hodnota pH se udrZuje me-
zi 2,5 a 6,5, s vfhodou mezi 4 a 4,5, pfi-
SemZ se kontinudlng doddvd plynnd smés
s obsahem kysliku, napfiklad vzduch.

Buiiky kvasinek, které se mnoZi na utra-
ty dodédvanych Zivin, se izoluji pomoci sedi-
mentace a filtrace, promyvaji se vodou a
susi zahFivdnim.

Takto ziskanou biomasu lze uZivat jako
takovou jako bilkovinny souhrn pro potra-
viny a krmiva, nebo z ni mohou byt izolo-
vany z u$lechténych produktl, napiiklad
bilkoviny, aminokyseliny a nukleové kyse-
liny.

Nasledujici pfiklady vynélez
avSak neomezuji jeho rozsah.

ilustruji,

Priklad 1

500 ml Erlenmeyerovy baiiky obsahovaly
kazdd 500 ml Zivného prostiedi o nésledu-
jicim sloZeni:

5,0 Ug v litru
1 ml v litru

centrované kyseliny chloroviodikové v 1 litru

vody), m&l masledujici sloZeni:

200 mg v litru

500 mg v litru
500 mg v litru

10 mg v litru
10 mg v litru
10 mg v litru
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Hodnota pH prostiedi byla upravena na
hodnctu 5,0 a baitka byla potom sterilizo-
vAna po dobu 20 iminut p¥i teploté 116 °C.
Do dvou bané&k bylo potom pfiddno 0,75 il
(1,9 % objem/objem) methanoclu a baika
byla potom zacfkovadna kmenem NRRL
Y-11062 na 3ikmém agaru. Batiky byly in-
kubovdny po dobu 72 hodin na rotadnim
michacim zafizeni (220 ot./min., priimér 3,5
centimetru), pfifemZ teplota 32,5 °C se udr-
Zuje termostaticky.

Ostatni bafiky, obsahujici toté¥ prostre-
di a do kterych bylo priddno 1 % (objem/
/objem) methanolu, 2 % (objem/objem) e-
thanolu @ 2 % (hmotnost/objem) glukoézy
byly zaoCkovény jednotlivé 5 ml vy3e spe-
cifikované subkultury. Po 24 hodindch in-
kubace bylo do kaZdé baiiky pridano dalsi
1 % objem/objem methanolu. Po celkem: 48
hodindch inkubace byl mé&fen obsah bio-
masy v bafice, pFitemZ byly ziskdny nésle-
dujici vysledky:

Suchéd biomasa

Substrat Optické hustota (1 : 10} pifi
- 660 nm
_ gramy v litru bilkoviny
glukoza 0,340 3,99 54,5
methanol 0,270 3,63 51,0
1,18 ‘ 54,1

ethanol 0,095

Obsah bilkovin byl stanoven biuretovou

metodou.

P¥iklad 2

-Do fermentoru s Géinnym objemem asi 8
litri a obsahujicim Kkultivadni médium z
prikladu 1 byla naofkovana suspenze kme-
ne NRRL Y-11062. Do fermentoru, jehoZ
teplota byla Fizena termostatem na 32,5 °C
byl pfiddvdn methanol tak, aby se zajisti-
lo, Ze zbytkova koncentrace Zivného pro-
stfedi nepFekroti 1 % objemu, vyjadieno
objemove.

KdyZ kultura dodatetn& narostla, zapo-
talo se s kontinudlnim pFidavdnim steril-
niho Zivného prostfedi do fermentoru, pFi-
femZ sterilni Zivné prost¥edi obsahovalo
29,6 g methanolu v litru, zatimco se soudas-
né odebiralo mno#Zstvi Zivné kultury rovna-
jici se mnoZstvi pfidanému ke kultiva¢ni-
mu prostfedi. MnoZstvi pFidaného prostfe-
di a odbé&r Zivné kultury byly zvy3ovény, aZ
doséahly rychlosti fed&ni (D =: pomér vstup-
niho pritoku ku objemu kultury) 0,166 h-1,
Vychézejici proud obsahoval za t&chto pod-

minek 10,28 g suché biomasy v litru a 146
ppm zbytkového methanolu, s vytéZkem 35
proc. a hodinovou produkei 1,72-g bioma-
sy na litr. Takto ziskand biomasa obsa-
hovala 55,6 % bilkovin [podle biuretové

metody]. '

Priklad 3

K fermentoru druhu popsanéhc v piikla-
du 2 byl pfipojen usazovaci tank pro vy-
chéazejici proud, a €4st Zivného prostFedi
obohacend biomasou byla pravidelnd vra-
cena do fermentoru. PFidavanim &erstvého
Zivného prostredl do fermentoru, pritemZ
Zivneé prostiedi obsahovalo 24 g methanolu
v litru, za takového pFitoku, aby se dosdh-
lo rychlosti Fed&ni P,267 h-! byla ziské-
na v nerecyklovaném. podilu vychézejicim
ze sedimentatniho tanku vyfermentovand
kultura obsahujici 7,80 g biomasy v litru a
120 -ppm zbytkového methanolu, s vyt&z-
kem 32,5 % a hodinovou produkci 2,08 g
v litru. Takto ziskand biomasa obsahovala
53,0 % bilkovin (podle biuretové metody).

PREDMET-VYNALEZU

Zplisob vyroby biomasy o vysokém obsa-
hu bilkovin kultivaci kvasinkového kmene
rodu Candida pii teplotd v rozsahu 20 aZ
35 °C a p¥i pH o0 hodnot& 2,5 a% 6,5 ma Zivné
ptde, kterd sestdvd z roztoku soli, & kterd

Severografia, n, p., zdvod 7 Most

jako jediny zdroj uhliku a energie obsahu-
je methanol, s izolaci{ ziskanych kvasinko-
vych bungk, vyznatujici se tim, Ze se jako
kvasinkového kmene pouZivd kmene Candi-
da NRRL Y-11062.
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