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Uvod

- Je z biotechnologického hladiska — vsetka organicka
hmota, ktora vznika konverziou solarne; energle

» Slnko, ¢i uz priamo alebo nepriamo je primarny
zdroj energie na Zemi

» Odpady z agrokultary st zdrojom pre produkciu
biomasy v biotechnologiach

- Je doblezité vybrat vzdy tie spravne MO a odpad pre
produkciu biomasy

- Dolezite je sledovat aj sekundarne metabolity, ako
mykotoxiny, a i.

» Ak potrebujeme biomasu vyuzit v potravinarstve,
ako krmivo




Mikroorganizmy

- Existujua styri typy MO pouzivanych v
biotechnol6giach na vyrobu biomasy pre
konzum, baktérie, kvasinky, huby a riasy.

 Vyber vhodného druhu zavisi na:

- Dostupnom prirodnom substrate

- Nutriéné poziadavky MO (energeticka hodnota,
proteinovy obsah, aminokyselinova bilancia)

- Technologické poZiadavky (typ kultiry, nutri¢né
poziadavky, typ separacie)

- Toxikologické



Mikroorganizmy

Idealny MO by mal spliiat nasledovné:

» Vysoko Specificky rast a vytazok biomasy
» Vysoka afinita k substratu

- Nizke nutri¢cné poziadavky

» Schopnost pouzit komplexny substrat

» Schopnost vytvorit vysokta denzitu MO

- Stabilitu pocas mnoZenia

- Kapacitu pre genetickt modifikaciu

- Dobra tolerancia voéi pH a teplote



Mikroorganizmy - priklady

Baktérie a aktinomycéty

N- alkany Actinobacter cerificans, Achromobacter delvacuate,
Mycobacterium phlei, Nocardia sp., Pseudomonas sp.

Metan Corynebacterium hydrocarbonoclastus, Nocardia paraffinica,
Acinetobacter sp., Flavobacterium sp., Hyphomicrobium sp.,
Methylomonas methanica, Methylococcus capsulatus

Metanol Methylomonas methylovora, M. clara, M. methanolica,
Flavobacterium sp., Methylophilus methylotrophus,
Pseudomonas sp., Streptomyces sp., Xanthomonas sp.,

Etanol Acinetobacter calcoaceticus
Celulézovy  Thermomonospora fusca
substrat

Sulfit. Pseudomonas denitrificans

substrat



Mikroorganizmy - priklady

Kvasinky

N- alkany Candida lipolytica, C. tropicalis, C. guilliermondii, C.
maltosa

N-parafiny C. paraffinica, C. oleophila, Yarrowia lipolytica

Metanol Candida utilis, Hanseniaspora sp., Pichia pastoris,
Hansenula sp., Kloeckera sp.,

Etanol Candida enthnothermophilus, C. utilis, C. kruzei

Srvatka Candida intermedia, Kluyveromyces fragilis,

Trstinovd melasa  Saccharomyces cerevisiae

Skrob Schwanniomyces alluvius, Lipomyces kononenkoe

Lipidy Candida rugosa, C. utilis, C. lipolytica, C. blankaii, C.
curvata, C. deformans, C. parapsilosis

Celul6za Candida utilis

Tekuty sir. odpad = Candida utilis, C. tropicales



Mikroorganizmy - priklady

Susbtrat

Huby

Glukoza Agaricus blazei, A. campestris

Sladinova melasa  Agaricus campestris

Skrob Aspergillus niger, Fusarium graminearum
Tekuty sir. odpad  Paecilomyces variotii

Celul6za Chaetonium cellulolyticum, Trichoderma viridae
Pivarensky odpad  Calvatica gigantea

Riasy

CO2 Chlorella pyrenoidosa, C. regularis, C. sorokiniana,
Oocystis polymorpha, Scenedesmus quadriculata,
Spirulina maxima, Spirulina platensis, Dunaliella
bardawil



Bakterie

VVVV

inych organizmov

- Totalny obsah proteinov je zhruba okolo 80 %

- Aminokyselinové zloZenie je rovnomerné

« Obsah sirnatych aminokyselin a lyzinu tiez
kvasiniek, hab alebo rias — okolo 10 — 16 %

- Je vSak obmedzeny pocet bakteérii — pretoze
mnohé su patogény a malé rozmery robia
problémy pri separacii



TasLE 1. Amino acid profiles of SCP from lactobacilli, FAO reference protein, and certain SCP and conventional foods®

Essential amino acids Nonessential amino acids
Protein source® Source
ILE | LEU | LYS | MET | PHE | THR | VAL | TYR | ALA | ARG | ASP | B9C | GLU |GLY | HIS | PRO | SER

Cold trichloroacetic acid extraction

L. acidophilus 3532 4.3 7.4 10.4 1.9 3.3 4.0 4.9 2.5 9.0 5.1 9.7 0.2 11.1 4.2 2.4 3.5 2.5

L. bulgaricus 2217 4.5 6.1 9.3 2.2 3.2 4.3 58 | 3.3 6.0 4.5 10.5 | 0.4 9.1 3.5 2.2 3.6 2.6

L. bulgaricus 3533 4.2 6.5 7.9 1.9 3.2 3.8 4.9 2.7 7.2 4.0 [ 10.0 | 0.3 9.8 | 4.0 1.9 3.0 2.3

L. casei 14435 5.0 6.8 | 10.2 2.1 4.0 4.2 5.4 3.2 6.8 5.3 11.0 0.5 12.3 4.4 2.7 2.9 3.1

L. fermenti 3957 4.4 6.3 7.1 2.0 3.1 3.6 4.9 2.4 8.9 5.1 7.7 0.1 10.3 4.2 2.2 2.6 2.7

L. plantarum 14431 12.3 5.4 4.5 1.8 2.6 3.4 4.2 2.2 9.3 3.0 7.0 0.0 11.5 3.5 1.4 3.1 2.4

L. plantarum 3074 13.2 5.7 4.9 1.8 2.9 3.3 4.9 2.5 9.8 3.3 7.8 0.2 11.9 3.4 1.7 2.5 2.6

L. thermophilus 3863 4.1 6.4 9.0 1.9 3.2 3.7 4.8 2.6 8.4 4.3 10.6 0.2 9.7 4.2 2.2 2.4 2.3
Hot trichloracetic acid extraction

L. acidophilus 3205 6.4 8.2 | 10.3 2.1 4.2 4.8 6.4 3.5 8.4 4.9 13.3 0.3 12.4 4.4 2.5 3.4 2.8

L. delbrueckii B-443 55| 76 | 96| 19 | 42 | 44 | 59 |33 | 75 | 46 | 146 | 05 [ 146 | 43 | 20 | 33 | 28

L. fermenti B954 4.6 8.0 | 10.2 2.2 4.1 6.2 6.7 4.2 1.6 4.3 13.5 0.4 10.9 4.4 2.4 3.1 3.2

L. plantarum B014 4.6 1.5 9.0 1.9 3.6 4.3 5.5 3.0 7.2 4.3 11.8 0.3 10.4 3.6 2.2 3.0 2.5
FAO reference protein 40| 7.0 | 55 | 3.6 6.07| 4.0 5.0 27
Cellulomonas sp. 4.7 | 11.2 6.8 1.9 4.4 5.4 10.7 2.7 23
L. plantarum 8014 5.6 59 52 | 11 2.8 3.8 5.2 5
L. casei 7469 6.2 6.8 7.7 1.1 3.5 4.9 5.8 5
L. fermenti 9338 7.0 1.6 6.9 1.3 4.1 4.9 6.8 5
Saccharomyces cerevisiae 46| 70 | T.T| L7 | 41 | 48 53 11
Beef protein 53 8.2 8.6 2.5 4.1 4.4 b5 3.4 9
Whole egg 5.9 8.8 7.8 3.2 5.5 4.9 7.1 15
Soyhean protein 5.8 7.6 6.6 1.1 4.8 3.9 5.2 3.2 4
Wheat flour 4.2 7.0 19| 16 5.5 2.7 4.1 23

2 Amino acid concentrations are expressed as grams of amino acid per 16 g of N.

b SCP was extracted with 10% (wt/vol) trichloracetic acid at 25° for organisms under cold trichloroacetic acid. For organisms listed under hot trichloroacetic acid,
SCP was extracted with 10% (wt/vol) trichloroacetic acid at 90°C; details are given in Materials and Methods.

¢ Value reported is the sum of values for methionine + cystine.

4 Value reported is the sum of values for phenylalanine + tyrosine.



Kvasinky

- Boli ako prvé zname akceptované na konzum

- Su zriedka kedy toxické

 Obsah proteinov — okolo 60 % - obsah lyzinu,
tryptofanu a treoninu je postacujuci

» Obsahujt malo sirnatych aminokyselin ako
metionin a cystein

- St bohaté ako zdroj vit. B skupiny, a nukleové
kyseliny tvoria 4 — 10 %

- Rast je pomalsi ako u baktérii, avsak separacia
jednoduchsia
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Huby

- Biotechnolbgie hb su sice staré — pri vyrobe
tempeh alebo miso, avsak na vyrobu biomasy
pomerne noveé

« Obsah proteinov okolo 50 %, deficitné su sirnaté
aminokyseliny

- Obsah nukleovych kyselin iba 3-5 %

- Vyhodou je Siroka paleta substratov ako
celul6za, skrob a vynikajtca filtracia mycélia

- Dominanta je pestovanie makromycét — hlivy,
Sampinony a pod.



TEMPEH




Riasy a cyanobakterie

» Vyhodou je zdroj uhlika, ktorym je atmosfericky
oxid uhlicity, tiez atmosfericky N pre rod
Cyanophyta

- Potreba vodnych ploch

- Tradi¢né v Mexiku (Spirulina platensis) a
Afrike-Chad (Spirulina maxima)

- Maju nizky obsah sirnatych aminokyselin,
vysoky obsah vitaminov, obsah nukleovych
kyselin je okolo 4 — 6 %,

- PCahké na mnozenie, ale trva dlhsie
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Biomasa ako zdroj proteinov

Produkcia mikrobialnej biomasy sa da rozdelit na

dve zakladné kategorie:

1. Likvidacia odpadov (n-alkanov, n-parafinov,
sirnych odpadov, celul6zovych odpadov alebo
metanolu)

2. Produkcia biomasy ako zdroja bielkovin, najma
pre krmovinarstvo



Pruteen proces - mikrobialne proteiny

- Inac¢ nazyvany aj ,,Single cell protein“ SCP

- Pre tento proces sa pouziva Methylophilus
methylotrophus — izolovana z pody, je bezpecna,
rychlo rastie, substratom je metanol.

 Produkuje vysoké mnozstvo esnecialnych
aminokyselin — lyzinu a metioninu

- SuSeny obsahuje 73,8 % hrubého proteinu (64 %
cistého proteinu) — vysoko energeticky pridavok
do krmiva



Table 1: Average different compositions of the main groups of microorganisms (% dry weight)

Composition Fung Algae Yeast Bacteria
Protein 30-45 40-60 45-55 a0-65
Fat 2.8 T-20 2.6 13
Ach 8.14 8-10 5-10 3-7
Nucleic acid 7-10 3-8 6-12 8-12

Miller and Litsky (1976)
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Produkcia pekarenskych kvasiniek

- Tvori najvacsiu cast produkcie mikrobialne;j
biomasy na svete — Saccharomyces cerevisiae
» Rocne sa produkuje asi 2 mil ton/rok

- PouZiva sa najma stlacena alebo suSena forma
kvasiniek

- Hlavna produkecia je orientovana na stacionarnu
kultivaciu s pridavanim Zivin

» Cyklus trva priblizne 5-7 dni

« Dobre navrhnuty systém produkuje az 48 ton
kvasiniek za 16 hodin



boratori
| Laboratérium I : | Hlavna fermentacia

Konzervicia Multiplikacia Pre-fermentacia

Cisté kultiry kvasiniek  Vanloerova nadoba Carlsbhergova nadoba Vytazok v stovkach kilich
v¥tazok v gramoch Vyt'azok v tonach

b Priprava kvasinkového
krému

Centrifugilna

separacia

Uskladnenie
krému kvasiniek

Cistenie
odpadovych vod

\_[[

g8

Cerstvé kvasinky Susené kvasinky



Produkcia kvasiniek ako krmiva

-« V r. 1970 bol vyvinuty proces na spracovanie n-
parafinov pomocou kvasiniek

» 7. 500 kmenov kvasiniek bola vybrata Candida
lipolytica

- Vytazok z 1g je 0,95¢

- Vytazok proteinov je okolo 60 %, co je
vyhovujtce pre krmovinarstvo



Pekilo proces

» Proces vyvinuty vo Finsku na produkciu pekilo
proteinov pomocou Peacimolycus variotii

- Proteiny vyuzitelné v krmovinarstve
 Substratom je tekuty sirnaty odpad

» SuSeny produkt tvori okolo 55-60 % hrubého
proteinu, v ktorom 87 % je straviteI'nych

- Rovnako obsahuje vitaminy, mineraly pouzivané
v krmovinarstve



Produkcia makromycet

» Vo svete sa produkuje obrovské mnozstvo
rastlinného odpadu, az 3,5 bilibnov ton/rok

- Pouziva sa ako substrat na produkciu hub

« Produkcia hub prebieha na celom svete: Europa,
Severna Amerika, Azia, Australia — Agaricus
bisporus

- Najvadsi producenti hab st: Cina a Tajvan
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Produkcia makromycet

Produkcia hiib ma niekol'ko vyhod:
- Odpad z pol'nohospodarstva moze byt tcéinne
prekonvertovany pomocou tychto procesov

- Tuhé a tekuté odpady st priamo konvertované
na substrat pre pestovanie hab

- Lignocelul6zové zdroje uhlika, ktoré nemaja
vyuzitie mozu byt transformované na biomasu

- Zber huib je nenarocny proces, ktory nevyzaduje
Specialnu separaciu

- Huby st akceptované verejnostou na konzum



Produkcia makromycet

Najéastej Sie pestované huby

Agaricus bisporus Sampinény

Agaricus bitorquis Peciarka obyc¢ajna =27 02
Lentinus edodes Sitake 314 14,4
Volvariella volvacea Posvovec ¢iernovlaknity 178 8,2
Pleurotus spp. Hliva 169 7,7
Auricularia spp. Judasovo ucho 119 5,5
Flammulina velutipes ~ Plamienka zimna 100 4,6
Tremella fuciformis Roésolovka 40 1,8
Pholiota nameko Supinovka nameko 25 1,1
Other spp. 10

Total 2182 100



Produkcia makromycét - schema

Uskladueny substrat Uchované kultiry hib Export

cerealne zrno, slama, otruby

priprava substratu Vyber vhodnych Uskladnenie v chlade (2°C)
kultir hab
- Cistenie
- varenie v pare
-vareme Finalny produkt
- pridavanie aditiv :
Produkcia inokula Kvalitativna kontrola
Plnenie produkénych eliminicia infikovanych
nadob, saékov, vriec kultﬁrT
(plastové HDPE, sklenené)
£ inkubacia
Inokulicia (20-30°C, 7-30 dni)

Sterilizacia
- autoklavovanie (121 °C / 3 hod)
- kochov sterilizator

Nesterilna Eﬂst’ % Sterilna Eﬂstﬁ



R
Kultivacny cyklus hub




Produkcia biomasy rias

- Pouziva sa rod Spirulina (zeleno-modré riasy,
cyanobakterle) — ako zdroj proteinov v I'udske;j
vyzive — Spanielsko, Mexiko, Jazero Chad — Afrika,
historia — Astékovia — Jazero Texcoco

» Spirulina — obsah proteinov 60-70 %,viac ako v
rastlinach, absentuje pritomnost celulozy,

- Komercna s Spirulina (60 % proteinov, 20 %
karbohydratov, 5 % tukov, 7 % mineralov, 3-6 %
vlhkosti, nizke kalorie, bez cholesterolu Vysoky
obsah karotenu vit B12 tiaminu a rlboﬂavmu
obsah Zeleza a esenciélnych mastnych kyselin




Produkcia biomasy rias

« Iné komercne zaujimavé rody: Dunaliella,
Porphyridium, Chlorella, Chlamydomonas, Anabaena,
Isochrisis a Tetraselmis.

- Studie z Izraela ukazali Ze je moZné kultivovat 7kg/m?, je
vSak potreba produktivneho podnebia — slnko a teplotu

- Druhy potencial — Dunaliella — riasa vhodna k produkcii
glycerolu — tvori ho v pritomnosti NaCl v osmotickom
strese — da sa purifikovat v 99 % éistote

» Azolla — 7ije v symbioze s Anabaena azola, dusik
fixujtica ze{eno—modré riasa, v symbiodze fixuje dusik viac
ako Rhizobium s Fabaceae rastlinami,

- Tato asociacia produkuje az 540-720 kg proteinov
mesacne — krmivo pre prasata, kacice, dobytok a ryby



Skrob obohateny proteinmy [z 3"

» Cassava — koren Maniok jedly (vysoky obsah
Skrobu) sa fermentuje s Aspegillus niger — iba
parcialna fermentacia na uchovanie uhlovodikov

» Po 30 hodinach — konec¢ny produkt okolo 20 %
proteinov

- Experimentalne — v Australii pouzili Aspergillus
oligosporus — izolovany z tempeh, zo 65 ton cassava
vyprodukovali 3,5 tony proteinov s podobnym
mnozstvom enzymu amyloglukozidaza

- Tento enzym konvertoval 39 ton cassava na
monomericku glukézu a pomocou Zymomonas
mobilis sa vyprodukovalo 15,6 mil litrov etanolu



Proteinom obohatena srvatka

- Srvatka — odpad pri vyrobe syra, obsahuje 6-7 %
susiny a priblizne 60 % laktozy, uz len malé
mnozstvo proteinov, lipidov, kys. mlie¢nej,
mineralov a vitaminy

Tri cesty produkcie biomasy zo srvatky

1. Priame pouzitie laktozy pre MO

2. Konverzia laktozy na glukézu a galaktozu

enzymaticky a pouZitie produktov ako susbtrat pre
MO

3. Fermentacia laktozy kyslo-mlieénymi baktériami v

kombinacii s kyselinou mlie¢nou a galakt6zou



