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(54)  Zpasob aerobni #ultivace kvasinek -
Vyndlez se tykid asrobni kultivace_kyasinek a:pfedevéim pakvzpﬁgééu pf%éé?#u/;t§éévich
prvku do ku¢tiva6n£ho média, '

P¥i aerobnich kultivacich kvasinek je pro dosaienx optimdlnich vysledkd nutné, aby
kultivadnd médium obsahovalo nejen pot¥ebné mnozstvi biogennlch prvku, ale i nepatrné
mno¥stvi nskterych dal¥ich, tzv,. stopovych prvkd, Vyznam stopovych prvki neboll mikroele~
mentﬁ spodivid v tom, Ze jsou sloZkami n¥kterych' koenzymu nebo se uplatnuji jako aktlvatory
enzymi, Mezi ner&znamnéjsi stopové prvky pat¥i napriklad zinek, mangan, Eelezo, obalt,
w3y a dalsi, \

Pfi kultivacich kvasinek na klasickjyoh surovindch jako jsou melasa, melasové vypalky,
sulfitové vyluhy a pedobnd, nebyl piidavek stopovyeh prvki do kultlvacnlho média nutny,
protoae dostate&nd mno¥stvi t¥chto prvki obsahoval v&chozi zdroj uhliku, Fedici{ voda, po=
pripadé minerdlni Ziviny technické éistoty. N¥které stopové prvky se do média’ dostdvaji i
nésledkem koroze fermenta¥niho zaiizeni, Pfeéhod na netradiéni, napfiklad petrochemieké
suroviny, vyv1nuti tSinnyoh vétracxoh systémd umoZnujicich kultmvace pri vysokych koncen-
tracich kvasnidné sufiny a stdle %ast$j${i uplatnovan{ kultlvaénich postupl s recirkulaci
odst¥eddného média zpiusobuji, e mno¥stv{ stopovych prvki, prechizejicich dd‘knltivaéﬁiho

média z p¥irozenych zdroji nédostaéujé a musi byt doplmovano.

V britském patentu &, 1 206 466, ktery chréni kulfivace kvasinek na-uhlovbdicich, se
doporuéuje pridavek soli zinku, manganu a %eleza, P#i kultivacich kyasinek na etanolu se

doporuduje v USA patentu &, 3 865 691 ddvkovani soli ieleza, manganu, zxnku, molybdenu,

’
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Jodn a kobaltu, v USA patentu &, 3 868 305 pridavek sold sodiku, ¥eleza, manganu a vapniku

v patentu SSSR &. Lus 219 sodiku, vépniku, Zeleza, zinku & manganu,

Stanoveni optimélnich dévek stopovych prvkd je velmi obtiﬁné,‘protoie u hékterich
prvka je dileZity nejen jejich obsah v médiu, ale i pomdr k Jinym mikroelementum. Obtizné
byvd i zdi§t§n£ potiebnosti stopovych prvki, které musi byt v médiu p¥itomny ve velmi niz-
kjoh prahovych koncentracich.-

Tyto nev&hody odstranuje zpisob aerobni kultivace kvasihek podle vyndlezu, p¥i ndm¥
se do kultivadniho média jako zdroj stopovfch prvkid prididv4d potaddrenskd S&ma v mnoistvi
20 ai 500 mg'suéiny'na 1 litr 'kultivadaniho média, . -

Pfed pi{davkem do média Je vhodné rozpustit $4mu v kyseling, s vyhodau v kyseling

foaforeéné nebo chlorovodikové

Potaéérsnskﬁ §i-n nebsli derny kal Je ve vodé nerozpustnf odpad, kteri se v potaéér~
4 n&ch pPi rozpauﬁt‘ni vypulksvého uhl{ odddluje od louht filtraci nebo sedimentaci. Pod-
statni Shst suéiny iimy Je tvorena slouéeninami vapnik&, hlavnd uhliéltanem, ‘a ve vit3ich
koncentracieh Jjsou pfitomny i slouéeniny drasliku a he#&iku, Kromd toho viak éama obsahuje
v nenéich koncentracich celou Fadu dal$fch prvki, mezi nimi% - jo v&tiina nejduleéltéjéioh
mikroelementi, Vzhledem k tomu, Ze jde o smds prvkh, ziskanou v podstatd 'z popela,organic-
kéﬁo materiélu, odpovidd pomdr hmot v3tdiny p¥itomnych mikroelementﬁ poZadavkim optimAln{-
ho biologiekého udinku., Priklad sloZeni{ potaSArenskéd Bimy Je uveden v tabulce 1, Prvky jso
v §émé pritomny ve formé uhliditand, kysliénik&, fosforednant, piipadnd kremiéitanﬁ

' Tubulka 1
"Prvek B % v suSing  Prvek = % v sudind
K o 4,06 Ma - 0,176
 Na ; o 0,94 Al . 0,162
Ca . 57,50 Co ' 0,009
Mg : - . 3,64 Pb , 0,016
Fe v 1,73 Ni , 0,034 -
Zn - 0,18 . cer 0,038
" Cu } 0,174 -

Vyhodou postupu podle vynélezu Je skuteanost %o potaSirenské §éma je prozatim bezcen-
nim odpqdem a Ze dévkovéni Jjediného zdroje stopovich prvkd je. podstatné Jednoduééi a méné
pracné ne¥ pridavani soli Jednotliv&oh mikroelementi, Dalsi vyhodou Je Jji% zmin&ny vyhod-

» ‘ny vzéjemny pomér stopovﬁoh prvki,

Postup podle vynidlezu je objasnén, nikoliv vSak omezen, nasledujioimi piiklady,

P¥iklad 1 o
V laboratornim fermentoru o obsahu 30 litrt a ufitedném pilndni 17 litrd byla provedew

na série srqvn‘vacioh kultivaei kvasinky Candida utilis CCY 29-~38~64 na syntetickém eta-



nolu, Fermentor je oputren samonasdvacim michadlem a cirknlaénim vélcem a dosahovan? pfenos

kysliku odpovidé si¥iSitanovému Sfslu 190 mmol 02 1=,

Pri v$ech kultivacich bylo pouiito totéz zakladni médlum, které v 1 litru obsahovalo
tyto 21vinyx
08 & (N, )50, -
1,0 g HyPO, - 85 % hmot.,
O,RS g KDH‘ .
0,45 & MgSO,.7 H,0. |
'K‘rozﬁuﬁténi Zivin.byla pou%ité'vodovodni voda.

Kultivace byly vedeny p¥i 30 C, pH kultivaéniho médla se udr¥ovalo na hodnoté h O
,rautomatickym dévkovénim Spavkové vody. Spole¥n& se dpavkovou vodou pouzivanou Jako zdroj
N a k regulaci pH se podle &s, autorského osvéd&ent é. L5895h do média davkoval i etanol.
PouzZitéd smés etanolu a amonlaku obsahovala 4 objemové dily syntetického 1ihu 90 % hmoto-
vych a jeden objemovy at1 Spavkové vody (21 % hmot, 3) P#i véech kultivacioh-bylo takto
do média p¥idano shodné mno¥stvi syntetického lihu, které odpovidalo 348,6 g absolutniho
etanolu. Na poddtku kultivaci se p¥ididvalo inokulum odpovidajioi poééteéni koneentraci
kvasniéné sudiny 1,9 g/l.

. Prvni kultivace slouzila jako kontrolni pokus a byla vedena na zakladnim médiu. Pri
daléich kultivaénieh pokusech se k zédkladnimu médiu pfidavala odstupnovana mnoistvi pota-

34renské §émy, rozpu§tdné v kyseling fosforedné,

Vysledky srovnavacich kultivaci jsou shrauty v tabulce 2 a vyplivé z nioh, ﬁe prida-
" vek ¥amy zvySoval vyt&Znostni koefioient o3 ai 13 % a ve dvou’ pripadeeh 2kr4til dobu kule

tivace, 0pt1mélni v&sledky byly dosaZeny p¥i dadvkidch §émy 60 aﬁ 120 mg/1l média, -

Tabulka 2

Pokus &islo _ 1 2 3 A : 5 .. . 8

Piidavek gémy v mg sudiny

na litr média Ce L o 0_ : 30 B 60 ‘120 ° 180 300 &
Doba kultivace (minut : 320 320 30¢ o 290 320 330
P¥irtstek kvasnidné susiny (g) 222 230 243 255 232 231

Yx/s - &/a B - 0,638 0,660 0,697 0,732 0,666 . 0,663
Piiklad 2

Ve fermentoru popsaném v piikladu 1 byla opakovéna série srovndvacich kultivaci kva-
sinky Candida utilis CCY 29-38-64 na syntetickém etanolu. Pro modelovénd podminek kontinu=-

41ln{ kultivace s recirkulaci odstfeddného média a s vracenim kondenzdtu =z odparky kvasni&e



ného mléka do fermentoru byla k rozpudtdni mlnerélnich Zivin .pouZita destilovani voda &
Jjako inoknlum se pouZivaly kyalznky, v nich% byl obsah stopovyoh prvki sniéen pﬁtinésob-
nym pasdZovanim v médiu pripraveném z destilované vedy, Jinak byly metodika pokusi i pod-
minky kﬁltivaci steJné'jako v pfiklﬁdu 1. V¥sledky srovndvacich kultivaci jsou uvedeny

v tabulce 3,

Tabulka 3

Pokus {slo v 9 10 11 12

Pridavek éémy v ng suéiny na litr

média | | o o 120 ‘ 2ko 360
 Doba kﬁltivaée.(mdnnt) a" "y 360 360 - 360 |
Pr{rtstek kvasnidné suliny (g) 180 . 230,5 222,5  222,5
.Yg/s‘; 8/e _ A A'o.516 0,661 0,638 0;655

P¥idavek S4my ke kultivaénimu médiu zkradtil ve viech pfipadeoh prodstatng dobu kulti
vace a zvyéil vitéznostni kaeficient. Optimélnd zvy§eni v&téinostniho koeficientu o 28 %

bylo dosadeno pri prldavku 120 ng §amy na litr média.

Ptiklad 3

V laboratornim fermentoru popsaném v p¥ikladu l‘byly prdQedeny srovnévaci kﬁitivéce
kvasinky Candida lipolytica cey 29=26«14 na izolovanyoh n—alkanech. PouZité surovina obsa.
Thovala 99,5 % latek tvoficioh adukt s modovinou, prevéﬁn& nealkdny s C 1y 8% 017, a m§1a
specifickou hmotnost 0,77 kg/m .

24kladni médium mélo stejné slo¥eni jako v p¥dikladu 1‘a k Jého'pfipravé byla pouZita
vodovodni voda, P#ed zahhjenim kultivaci se do média p¥iddvalo najednou 220 ml izolovanyecl
, n-alkind (169 4g). Pridané inokulum odpovidalo poééteéni koncentraci kvasnidné. suélny
Ry 1 g/l. PHi kultivacich se udriovala teplota 30 °% a pH se pFidavken épavkové vody regu=
lovalo na hodnotu h,s. Jednotlivé kultivaéni pokusy se od sebe 1i3ily pouze pfidavkem po~
ta§érenské S4my k zékladnimummédiu. V¥sledky kultivaci Jsou shrnuty v tabuloe 4,

'Tabulka.h _
Pokus {sls = e 13 -1 - 15 16
P¥idavek 34my - mg sus, na .litr média. O _ 30 120 240
Doba kultivace (minut) - ns0 420 435 460.
Piirtstek kvasnidné susiny (g) 157,5  166,0 174,5 171,0

Yx/s - g/g - 0,93 0,98 1,03 1,01




Pridavek 3amy k zdkladnimu médiu zkracoval dobu kultivace a zvySoval vytééﬁostni ko=
eficient, P¥i dAvee 120 mg su¥iny S4my na litr média se vyt¥Znostni koeficient zvy3il ai

o 11 %,

PREEDMET VYNALEZU
1. Zptseb aerobni kuitivaée kvasinek, vyznadeny tim, Z%e se jako zdroj stopovych prvki
‘do kultivadnfho média priddv4 potadirenské §éﬁ§-v'mnbéstvi_20 aE_séo mg suliny na litr-
kultivadnihe média.
2, Zpisob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze se pied pFiddvanim do média S34ma rozpusti

v kyseling, s vyhodou v kyselin$ fosforeéné nebo chlorovodikové,
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