Vliv melasovych vypalkid na riist methylotroinich kvasinek

na methanolu

579 683

RNDr. OLGA VOLFOVA, CSc. Ing. MIROSLAVA KMENTOVA, Mikrobiologicky tstav CSAV, Praha

Klitova slova: melasové vipalky, methylotrofni kvasinky,

Melasové vypalky lihovarské jsou b&Zné& pouZivdany
k vyrobé krmnych kvasnic. Jsou cennou surovinou. Obsa-
huji kromé zdroji uhliku velké mnoZstvi drasliku, asimi-
lovatelny dusik a nékdy i dostatetné mnoZ%stvi horciku.
Diilezity je predev8im obsah rlistovych latek, které pre-
chéazeji do vypalki z fepné melasy a z kvasinek b&hem
fermentace v lihovaru, a déle obsah Ttady stopovych
prvkil. Nevghodou melasovych vypalkl jako suroviny pro
vyrobu krmnych kvasnié¢nych bilkovin je nedostatek uhli-
katych latek, nevyrovnané sloZeni a nutnost pouZiti vel-
kého mnoZstvi kyselin k dpravé pH fermentacni kapali-
ny. Proto se melasové vypalky vétSinou pouZivaji jako
pFidavek do média pfi vyrobé kvasnitnych bilkovin ze
sulfitovych vyluhii, ethanolo-sulfitovfch sm#&si, z hydro-
lyzatii 1'gnocelulosovych materidlt aj., kde slouZi jako
stimulator rstu kvasinek, jako zdroj drasliku a popfi-
pad2 jako neutraliza¢ni prostiedek [1, 2].

ProtoZe o pouZiti melasovych vypalk pii vyrob& bio-
masy methylotrofnich kvasinek z methanolu nenalézame
v odborné literatufe dostatek zminek, bylo dkolem této
prdace proveérit vliv melasovych lihovarsk¢ch vypalkl na
rastové parametry a sloZeni bunék naSeho vySlechténé-
ho kmene Candida boidinii 2 béhem ristu na methanolu.

MATERIAL A METODY

Acidotolerantni kmen Candida boidinii 2 |3, 4] rostl
na meédiu [5], které bylo doplnéno melasovymi vypalky

Candida boidinii, methanol, fermentace

v koncentraci 2 aZ 10 g/l. Zdrojem uhliku byl methanol.
Kultivace kmene probihaly v 500 ml kultivaénich baii-
kich na tfepactce nebo ve fermentorech o objemu 31
nebo 751 za konstantnich Kkultiva¢nich podminek.

Methanol byl do média pfidan bud najednou na podat-
ku kultivace, nebo postupné v malych davkach v zavis-
losti na pH média nebo v zévislosti na koncentraci roz-
pudténého kvsliku v médiu. Vliv melasovych vypalkid byl
studovan jak v jednordzovych Kkultivacich, tak v konti-
nudlnich kultivacich v chemostatu.

pH média ve fermentorech bylo udrZovdno na kon-
stantni vys§i 3.0 automatickym davkovdnim methanolo-
-amoniakédlni smési, teplota byla 30°C a koncentrace
rozpusténého kysliku v médiu méifend kyslikovou elek-
trodou byla udr¥ovdna nad 25 % nasyceni (pO,).

Analytické meiady: suchd hmotnost bun&k, koncentra-
ce methanolu v médiu a obsah dusikatych latek v bufi-
kach [hrubé bilkoviny) byly stanoveny jako v pFedchozi
praci [4].

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv pridavku melasovych vypalkii (MV) k mineralni
pidé s 1% methanolem na rist bunék Candida boidinii 2
v kultivacnich bankéach je zobrazen na obr. 1. JelikoZ MV
obsahuji 2 % nerozpustného podilu, kter§ by mohl inter-
ferovat se stanovenim suché hmotnosti bun&k (podle
ON 56 7245 obsahuji 1 aZ 3,5 % nerozpustného podilu),
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byly MV rozpustény ve zndmém podilu média a neroz-
pustny podil odseparovan.

Z obr. 1 je patrno, #e pfidavek MV k médiu s metha-
nolem v koncentraci 2 g/l podstatn& zvy3i specifickou
ristovou rychlost bun&k (u) pifedevdim v pocéate&nich
fazich ristu. Pfidavek MV do média prakticky odstranil
lag fazi, kterd podle velikosti inokula na methanolu
v kultiva&nich baiikdch ¢&ini aZ 8h. Ristovd rychlost
bun&k v ¢asovém lseku pocateénich 10 h kultivace se
zvysila v priiméru na dvojnésobek.
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Obr. 1. Vliv melasovych vypalkd [MV) na rist bunék

C. boidinii 2 na médiu s 1% methanolem

1 — rist bunék (suchd hmotnost) v médiu s kvasni¢nym
extraktem, s biotinem, s methanolem bez MV,

2 — rist bunék v médiu (s kvasni¢nym
s methanolem) s 0,2% MV,

3 — rist bundk v médiu
s 0,2% MV,

4 — rlst bun&k v médiu s 0,2 % MV,

osa x — doba fermentace v hodindch

extraktem,

(s biotinem, s methanolem)

Kromé zvySené riistové rychlosti bunék jsme zazname-
nali v pFitomnosti MV i zv§ySeny v§téZnostni koeficient
(Y) pocitany =z pFirdstku biomasy na spotFebovany
methanol. Toto zvySeni Y je v3ak nizké a pfFibliZzné od-
povidd pfirtistku biomasy kvasinek ze samotnych MV. Y
poditany na hmotnost samotnych MV je 0,08 aZ 0,1 (g/g).

JelikoZ médium [5] obsahuje kvasniény extrakt (fy.
Oxoid) (100 mg/1) a biotin (10 ug/l), zajimala nds z&ms-
na té&chto ristovych latek za MV. Srovnivaci studie uké-
zaly, e lze s 0,2 % MV zhruba nahradit v médiu kvas-
ni¢ny extrakt, ale nikoli biotin. P¥idavek biotinu pro
dosaZeni umax na médiu s methanolem je nezbytny
(obr. 1).

Pfidavek MV do média s methanolem se pozitivné pro-
jevil i pFi rdstu methylotrofnich kvasinek ve fermento-
rech. Ve fermentorech byla pouZivdna koncentrace MV 2
aZz 2,5 g/l, ktera v bafikovych pokusech jako nejniZ3f po-
zitivné ovliviiovala u. V téchto pokusech za nejoptimdl-
néjsi povaZujeme reZim kultivace pfi postupném davko-
vani MV .MV v koncentraci 25 g/l byly ptiddvany vidy
jednou za 24 hodin aZ do kone&né koncentrace 10 g/l.
Tento reZim podstatng zv§$il konefnou koncentraci
bun&k v médiu.

S vyhodou byly pouZity MV i pfi kontinu4lnim zpiisobu
kultivace v 751 fermentoru (fa. Bicengineering, Svycar-
sko) s pracovnim objemem 401 s ddvkovdnim methanolu
podle koncentrace rozpuit&ného Kkysliku v médiu pfi
D 0,07 aZ 0,1 h-1 (obr. 3). PFi téchto pokusech byly
0,2% MV obsaZeny v z&sobnim médiu. Rdst bun¥k za
téchto podminek v chemostatu byl stabilni s maximé&lnfm
Y na methanol 0,4 (g/g). Ristové parametry bungk
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Obr. 2. Vliv postupného ddvkovdni melasovgch vfpalki
na riist C. boidinii 2 na médiu s methanolem

1 — suchd hmotnost bunék,

- 2 — riistova rychlost ¢ X 100,
osa x — doba fermentace v hodinéch,
Sipky oznaéuji piidavek MV
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Obr. 3. Riist C. boidinii 2 v 751 fermentoru na methanolu
s 0,2 % melasovijch vipalki

1 — such& hmotnost buné&k, i
2 — respiraéni koeficient RQ X 10 (0, a CO, mé&feny na v§-
stupu plynit z fermentoru analyzatorem Hartmann &

Braun),
osa x — doba fermentace v hodinéch,
Sipka oznacuje zahdjeni kontinudlni kultivace pfi
D=01h-1
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I obsah hrubych bilkovin v buiikdch z obou zpfisob kul-
tivace ve fermentorech jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1. Ristové parametry bunék a obsah bunéénych
bilkovin v jednordzovém a kontinudlnim zpisobu kulti-
vace

| n | ;
i Il | u(h=1) | Bilkoviny
Kultivace I\ Y (g/g) . X(ghy |p (h=1)*) (g/g)
jednorazové | 0,37 40 0,11 0,5
chemostat !‘ 0,40 & 12 0,10*) ! 0,55
I

Zavérem lze konstatovat, Ze lihovarské melasové vy§-
palky jsou vhodnym stimuldtorem riastu kvasinek i v p¥i-
padé methylotrofnich organisméi béhem rfistu na metha-
nolu. Odstratiuji lag fézi, zvy3uji ristovou rychlost bunék
na methanolu, umoZiiuji dosdhnout vysoké Kkoncentrace
bunék v meédiu a stabilizuji fermenta&ni proces [6].
Ziskané biomasa je bohata na bilkoviny.
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Volfovd, 0. - Kmentovd, M.: Vliv melasov§ich v{palkii na
riist methylotrofnich kvasinek na methanolu. Kvas.
prim., 35, 1989, &. 6, s. 167—169.

Studoval se vliv pfidavku lihovarskych melasovych vy-
palki na rist acidotolerantniho kmene Candida boidinii 2
v médiu s methanolem jako zdrojem uhliku. Sledovany
rozsah pridavku melasovych v¢palkd byl 2 aZz 10 g/l. Po-
kusy provedené v 500 ml baiikdch a fermentorech o obje-
mu 3 a 751 prokéazaly, Ze pfidavek lihovarskych melaso-
vych vypalkll odstrafiuje lag fazi, zvysil ristovou rych-
lost bunék na methanolu, umoZnil dosihnout vysoké
koncentrace bun&k v médiu a stabilizoval fermenta&ni
proces. Ziskand biomasa byla bohatd na bilkoviny.

Boabdosa, O. - KmenroBa, M.: BausinHe natouHoit Gapanl
Ha pocT METHAOTPOdHBIX JpOXKiKeli Ha MmeraHone., Kaac.
npym., 35, 1989, Ne 6, ctp. 167—169.

Hcenenosanoch  BaMsiiHe  106aBKH  1aTOUHOI Gapabl
CIIHPTHOroO NPOH3BOACTBA Ha pocrt aLlH,'IOTO.'IepaHTHUI"O
wramma Candida boidinii 2 B cpele ¢ MeTaHOJIOM KakK
HCTOYHHKOM Yyriepona. Hccaenyemeiit o6bem noGasku na-
TOUHOH Gapab cocTaBasn 2—10 r/a. DkcnepHmeHTH, mpo-
BeJleHHBle B K0/106ax eMmkocTbio 500 Ma u ¢epmeHTOpax
obbemom 3—75 .1 a0KasaJH, 4To n06aBKa NaTOYHOI 6apabi
CIHPTHOrO MNPOH3BOIACTBA yCTpaHser Jjar-¢asy, NOBbiIAeT
CKOPOCTb POCTAa KJAETOK Ha MeTaHOJe, JaeT BO3MOXKHOCTh
NOGHTLCS BBICOKOH KOHUEHTPAUHH KJIETOK B cpele H CTa-
Guansupyer npouecc gepmentaunn. IToayuennas GHomacca
Gbila Gorata GesTKOBBIMH BellleCTBAaMH.

Voliové4, O. - Kmentova, M.: Effect of Distiller's Slops on
Growth of Methylotrophic Yeasts on Methanol, Kvas.
prim., 35, 1989, No. 6, pp. 167—169.

Effect of distiller’s slops addition on growth of acido-
tolerant strain Candida boidinii 2 in medium with metha-
nol as a carbon source was tested. The addition of
distiller's slops was in a range from 2 to 10 g/l. Expe-
riments were performed in 500 ml flasks and in the fer-
menters of 3 and 751. The results proved that the addi-
tion of distiller's slops eliminates the lag-phase,
increases the cell growth rate on methanol, enables to
achieve a high biomass concentration in the medium
and stabilizes the fermentation process. The biomass has
high content of proteins.

Volfové, O. - Kmentové, M.: Einfluff der Melasseschlempe
auf das Wachstum der methylotrophen Hefen auf Metha-
nol, Kvas. prim., 35, 1989, Nr. 6, S. 167—169.

Es wurde der EinfluB der Zugabe von Brennerei-
-Melasseschlempe auf das Wachstum des acidotoleranten
Stammes Candida boidinii 2 im Medium mit Methanol
als Kohlenstoffquelle studiert. Die Zugabe der Melasse-
schlempe wurde im Bereich von 2 bis 10 g/l verfolgt.
Die in 500-ml-Kolben und 3 bzw. 75-Liter- Fermentoren
duchgetiihrte Versuche bestétigten, daf die Zugabe
der Melasseschlempe die Lag-Phase beseitigt, die Wach-
stumsgeschwindigkeit der Zellen auf Methanol orh&ht,
die Erreichung hoher Konzentrationen der Zellen im
Medium ermdglicht und zur Stabilisierung des gesamten
Fermentationsprozesses beitrdgt. Die erzielte Biomasse
war eiweifireich.



