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Jednou z podmienok ekonomickej produkcie celuldz je
optimal‘zovanie fermentatného procesu tak, aby sa zis-
kala maximélna produktivita enzfmov za jednotku &asu
na jednotkovy objem. Okrem kvality produkéného kmeia
a Zivného média tu hrd nemald dlohu zvolenie spréavne-
ho fermentatného reZimu (vsddkovd, prietokova, fed-
batch kultivacia, profildcia teploty a pH atd.).

V 1. poloprevddzkovom pokuse o produkciu celuléz,
ktory sa konal v januéri 1984 v Dolnej Krupej, sme si
overili schopnosti ndsho produkéného kmena Trichoder-
ma reesei CC II pri submerznej kultivacii vsddkovym spo-
sobom na 3% mikrokrystalickej celuldze ako substréte
v 1500 1 fermentore. Dosiahnutd maximédlna celuldzova
aktivita 7.5 FPU (115 nkat) .ml-! za 140 hodin Kkultiva-
cie zodpoved4d produktivite 53 FPU (820 nkat) .h-1.1-1
a je zrovnateInd s vysledkami dosiahnutymi na inych
pracoviskdch vo svete. Okrem toho sa pri 1. polopre-
vadzkovom pokuse odski3al aj sposob spracovania vy-
fermentovanej tekutiny a finalizdcia enzymu su3enim
v rozprasovacej susicke.

Jednou z perspektivnych metéd produkcie celuldz sa
ukazuje byt tzv. fed-batch spOsob fermentacie [1, 2].
Ide tu v podstate o postupné davkovanie jednotlivych
Zivin do fermentora v priebehu kultivacie, v zavislosti
na fyziologickom stave kultiry. Tento je indikovany
rychlosfou rastu, produkciou CO,, intraceluldrnym obsa-
hom ATP, samovolnou zmenou pH a inymi parametrami.
Postupné dévkovanie Zivin, hlavne uhlohydrétov a dusi-
katych latok v priebehu fermentédcie umoZiuje konstant-
ne vytvarat optimdlne podmienky pre produkc'u zvole-
ného metabolitu v priebehu celej kultivacie. Tohto
spOsobu fermentécie sa dd s vyhodu vyuZif hlavne v pri-
padoch, ked pre optimélnu produkciu je Ziaddca tzv. li-
mitdcia substrdtom. Limitovanim mnoZstva subsirdtu
v kulttre sa dé odstrdanif katabolickd repres’a tvorby

niektorych metabolitov a enzymov, ¢o umoZiiuje pri ce-
luldzovych fermentédcidch vyuZif aj Iahko utilizovateIné
cukry ako zdroje uhlika.

Cielom 2. poloprevadzkového pokusu produkcie celu-
laz, ktory sa uskuto€nil v januéri 1985 a ktory je pred-
metom tohto referdtu, bolo odskid3at fed-ba:ch spdsob
kultivacie huby Trichoderma reesei s postupnym davko-
vanim uhlikatého zdroja. Ako modelové substraty sme
pouZili mikrokryS$talickd celulézu a laktézu. Na monito-
rovanie fyziologického stavu mycélia sme pouZili stano-
venie hladiny ATP v kultire [3]. Dal3imi sledovanymi
parametrami boli rychlost poklesu pH kultiry, koncen-
tracia substratu, hladina celulolytickych enzymov, hla-
dina extraceluldrnych bielkovin, koncentrdcia biomasy,
morfolégia mycélia a mikrobiologickd c¢istota kultary.

EXPERIMENTALNA CAST

Experimenty sa robili na 150 1 fermenta¢nej aparatire
fy Elektrolux (Svédsko). Ako zékladné Zivné médium
sme pouZivali modifikovani pddu podla Mandelsovej et
al. [4]. Fermentor sa plnil 50 1 média obsahujtceho 1%
laktézu, resp. 1% mikrokry3talicki celulézu ako sub-
strat a po sterilizdcii a ochladeni sa zaotkoval cca 10V
spérami katabolicky deprimovaného mutanta Trichoder-
ma reesei CC II, suspendovanymi 1 1 1% Tween 80.
Fermentécia prebiehala pri nasledovnych kontrolovanych
parametroch:

teplota: 30°C, po 48 h kultivacie zniZend na 28 °C,
otdtky miedadla: 5 Hz,

vzdu3nenie: 50 dm? . min-1,

pH: 5,6, po samovolnom poklese udrZiavané na 3,5 pri-
davkom 20% NH,OH, resp. 20% H;PO,.

Penenie sa potldalo mechanicky, resp. davkovanim
odpeiiovadla Dehysan. KaZdé 4 h sa z fermentora odo-
berali vzorky na kontrolu jednotlivgch ukazovatelov.
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Z enzgmovych aktivit sme stanovovali celkovi celuldzo-
va aktivitu na filtraény papier ako substrdt (FPA), endo-
-1,4-g-glukanazova aktivitu na  hydroxyetylcelulézu
(HEC) a g-glukozidazovi aktivitu na 4-nitrofenyl-g-D-
glukopyranozid ako substrat (BG) [5].

a) Fermentacia s laktozou

V dosledku spotrebovévania substrdtu z média a prud-
kého rastu mycélia sa do 30 h kult'vacie neustdle zni-
Zovala koncentracia lakt6zy v médiu a narastala hladina
ATP v kultire. Po dosiahnuti maxima zadala hladina
ATP klesaf. V tomto okamZiku sa do fermentora pridali
2 litre sterilného 10% roztoku lakt6zy. Pridavok substré-
tu vyvolal okamZity narast hladiny ATP, ktoré sa po do-
siahnuti maxima opaf zacala zniZovaf. Nasledoval dalsi
pridavok lakt6zy a cyklus sa neustdle opakoval aZ do
ukonéenia fermentacie.

Fermentéacia trvala 160 h, priom sa dosiahla maxi-
mélna celuldzova aktivita (FPA) v méd'u 85 nkat.ml-1,
¢o zodpovedad produktivite 530 nkat.l1-1. h-1 Vysledna
aktivita endo-1,4-g-glukanazy bola 400 nkat.ml-! a g-
glukoziddzy 4,1 nkat.ml-! a mycelidlna susina bola
8,4 mg.ml-1. Objem kultiry vzrastol v désledku prida-
vania laktoézy z 50 1 na 72 1. Celkove sa spotrebovalo
1,6 kg laktozy. Priebeh fermentacie s vyznadenim hlav-
nych parametrov je zndzorneny na obr. 1.

b) Fermentacia s mikrokrystalickou celuldézou

V tomto pripade sme nena3li takt jednoznaéni Kore-
laciu medzi poklesom koncentracie substrdtu a narastom
hladiny ATP v kultare ako v pripade laktézy. Periodic-
ké pridavanie substratu sa riadilo rychlostfou poklesu pH,

ktora bola indikovand spotrebou NH;OH. Pri poklese
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Obr. 1. Priebeh fed-batch fermentdcie v 150 1 fermenteri
s laktézou ako substrdtom. Sipky oznaduja pri-
ddvanie 2 1 5% roztoku laktozy. Enzgmové ak-
tivity su vyjadrené v nkat . ml-1.FPA — aktivi-
ta na filtraény papier; HEC — endoglukandzovd
aktivita na hydroxyetylcelulézu; EP — extrace-
luldrny protein; BG — pg-glukoziddzovd aktivita;
ATP — koncentrdcia ATP v kultire (nmol.
.ml-1),

rychlosti spotreby NH;OH sme do fermentora dévkovali
po 2 1 10% suspenzie mikrokrystalickej celulézy v ba-
zdlnom médiu. Ako vidno z obr. 2, pridavok substratu
mal vZdy za nasledok Ciastoény pokles celuldzovej akti-
vity (FPA) v médiu, ¢o si moZno vysvetlit adsorbciou
Casti enzfmov na nerozpustny substrat [6]. Kolisanie en-
zymovej aktivity v dosledku priddvania substratu sa ne-
prejavilo u endo-1,4-g-glukanédzovej aktivity (HEC).
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Obr. 2. Priebeh fed-batch fermentdcie v 150 1 fermenteri
s mikrokrystalickou celulézou [MKC) ako sub-
stratom. Sipky oznaéuji priddvanie 300 g MKC
v 10% suspenzii do fermentéra. Symboly a jed-
notky s rovnaké ako v obr. 1-

Fermentédcia trvala 150 h, priom sa do fermentora
v priebehu kultivacie pridalo 1,9 kg mikrokrystalickej
celulézy. Objem kultivatnej zmesi vzrastol z pdvodnych
50 1 na 72 1. Maximéalna dosiahnutd celuldzovd aktivita
(FPA) bola 91 nkat.ml~!, &o zodpovedd produktivite
650 nkat.h-1.1-1 endoglukandzova aktivita (HEC) bo-
la 400 nkat.ml-! a maximalna g-glukoziddzova aktivita
bola 106 nkat.ml-!l. Koncentrdcia extracelularnych
bielkovin na konci kultivdcie bola 3,5 mg.1-1

DISKUSIA

Vysledky popisanych experimentov ukézali, Ze pri fed-
-batch spdsobe fermentacie médZe byt laktéza ako zdroj
uhlika zrovnatelna s mikrokrystalickou celulézou. Tieto
vysledky dévaja dobré perspektivy pre vyuZitie sladkej
srvatky ako substratu, ¢o bude overené v dalsich po-
kusoch. PouZitie srvatky, resp. laktézy ako substrédtov
ma okrem ekonomickych vyhod aj daldie prednosti opro-
ti réznym formam d&istej celulézy. Je to predovietkym
ulahfené ddavkovanie substratov do fermentora pocas
fermentdcie a moZnost pouZitia vysokych koncentrécif
zasobnych roztokov. Pri mikrokry3talickej celuléze je
pouZitie viac ako 15% suspenzii preblematické, do-
chadza k sedimentécii celulézy a k zapchdvaniu potru-
b'a. PouZ'tie riedkych suspenzii ma za nésledok neZela-
teIné zvy3ovanie objemu fermentatnych zmesi. Ideédlne
by bolo davkovanie sterilného substrdtu v suchom stave
[1], €o by si v3ak vyZadovalo konstrukciu 3pecidlneho
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Tabulka 1. Charakterizdcia enzgmového prepardtu celu-

lazy DK 85/1
SuSina ' 98,8 %
Bielkoviny 34 %
FPA-aktivita 5,9 nkat . mg—1
HEC-aktivita 33,5 nkat . mg—1
CMC-aktivita (C) 147 kat . mg—1

B-glukozidaza \ 0,43 nkat . mg—"1

zariadenia. Z parametrov, ktoré bude treba pri budicich
fermentaciach sledovat, je koncentrdcia CO, v odplyne,
ktora je spolu s hladinou ATP ddleZitym ukazovatelom
metabolickej aktivity mycélia. Oproti hladine ATP ma
ukazovatel koncentrdcie CO, v odplyne ti vyhodu, Ze
sa dé kontinudlne automaticky monitorovat pocas celej
fermentécie. .

V tejto ¢asti prace sme sa nezaoberali problematikou
izolacie celuldz z vyfermentovanej pddy. V minulych
pokusoch sa ndam osveddila filtracia méd'a cez bubnovy
vakuovy filter, zahustenie filtratu ultrafilirdciou na
1/20 pévodného objemu a sudenie enzymu v rozprasova-
cej suli¢ke. Enzymové preparaty ziskané takymto spo-
sobom nestrdcaja viac ako 15 % povodnej aktivity pocas
1-rotného skladovania pri izbovej teplote a prakticky
k Ziadnym stratdm aktivity nedochéddza potas skladova-
nia pri 4°C. Hlavné charakteristiky technického celulé-
zového prepardtu pripraveného uvedenym postupom
uvddza tab. 1.
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Na 150 1 fermentatnom zariadeni fy Elektrolux (3Svéd-

sko) sme odsktSali kultivdciu huby Trichoderma reesei
vo fed-batch reZime s davkovanim uhlikatého zdroja. Ako
substraty sme porovndvali laktézu a mikrokrystalicka
celul6zu. Dosiahnuté hladiny celuldz (FPA) sa pohybo-
vali okolo 85 nkat.ml-1 (5 IU.ml-!) po 140 h kul-
tivacie s obidvomi substratmi, narast aktivity bol viak
rychlejsi pri pouZiti mikrokrystalickej celulézy.

Papkaw, B., Jinmkosa, M., I'pemnx, M, Coapanosa. H.,
Kepne, I': Tloaynpombiuiennoe npoM3BOACTBO UEJTI0A3.
Keac. npym. 32, 1986, Ne 10, ctp. 241—243.

B 150-autposom depMentainoniom ‘060opy1oBannn up-
mbl Elektrolux (Ilsenus) Guiio nposeneno KYJAbTHBHPOBa-
nue rpuba Trichoderma reesei B pexume fed-batch ¢ jo-
3HPOBAHHEM HCTOYHHKA yraepona. B Kauectse cy6eTpatoB
CPaBHHBAJIHCH JIAKTO3a H MHKPOKPHCTAJHYECKAA 1E7110.1034.
JlocTHTHYTBIC YPOBHH aKTHBHOCTEN 111110133 (FPA) mna-
Xoauauch okoao 85 Hkarma-! (5 IU.ma-I) nocae 140
4acos KyJbTHBHPOBAHHsi 1npn o06oHX cy6eTpatax, poct
AKTHBHOCTH OBblI, 0IHaKO, 60Jee GBICTPLI NPH HCMOIb30BA-
HHH MHKPOKPHCTALIHYECKON 11e/1110103bl.

Farka$, V. - LiSkova, M. - Gresik, M. - Soldanova, I. -
Kerns, G.: Pilot Scale Production of Cellulase. Kvas.
priim. 32, 1986, No. 10, pp. 241—243.

A 150-liter fermentor from Elektrolux [Sweden) was
used to test the production of cellulases from Tricho-
derma reesei in fed-batch regime using the stepwise
additions of carbon source. As subsirates, lactose and
microcrysialline cellulose were compared. The obtained
levels of cellulase activities (FPA] were around 85
nkat.ml-! (5 IU.ml-1) after 140 h cultivation with
both substrates used, however the increase of cellulase
activity with microcrystalline cellulose was faster as
that with lactose.

Farka$, V., Liskova, M., Gresik, M., Solddnové, 1., Kerns,
G.: Produktion der Cellulase in Pilotmaitah. Kvas. prim.
32, 1986, Nr. 10, S. 241—243.

Ein 150-1 Fermentor von der Firma Elektrolux (Schwe-
den) wurde zum Testen der Cellulase produktion mit
Trichoderma reesei in fed-batch Regime mit stufenweiser
Addition der Kohlenstoffquelle benutzt. Als Substraten
haben wir Laktose und mikrokrystalline Cellulose verg-
lichen. Die erreichten Cellulaseaktivitiiten {FPA) waren
um 85 nkat.ml-! (5 IU.ml-1) nach 140 h Kultiva-
tion mit beiden Substraten. Jedoch, mit mikrokrystalli-
nen Cellulose war der Anstieg der Cellulaseaktivitit im
Medium schneller als mit Laktose.



