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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest z sposéb usuwania tlenu z pozywek fermentacyjnych sterylizowa-
nych metodg ozonowania, przeznaczonych do beztlenowych proceséw biotechnologicznych.

Ozonowanie stanowi skuteczng metode sterylizacji pozywek fermentacyjnych na zimno, bez sto-
sowania wysokich temperatur [Dziugan i wsp., Ozonation as an effective way to stabilize new kinds of
fermentation media used in biotechnological production of liquid fuel additives, 2016], Zastosowanie
0zonu w przetwarzaniu zywnosci zostato zatwierdzone przez Amerykanskg Agencije ds. Zywnosci i Le-
kéw, jako $rodka przeciwdrobnoustrojowego do obrébki, przechowywania i przetwarzania zywnoSci.
Ozonowanie jest bezpieczng metodg usuwania zwigzkoéw toksycznych z wody pitnej, np. bisfenolu A,
substancji zaburzajgcej gospodarke hormonalng [Kusvuran i Yildirim, Kusvuran i Yildirim, Degradation
of bisphenol A by ozonation and determination of degradation intermediates by gas chromatography-
mass spectrometry and liquid chromatography-mass spectrometry, 2013],

Sterylizacja pozywek fermentacyjnych poprzez ich ozonowanie zapewnia nie tylko zabicie mikro-
organizmdw zanieczyszczajgcych brzeczki melasowe, ale takze powoduje odbarwienie brzeczek, utle-
nienie inhibitoréw proceséw fermentacyjnych: SOz i NO2 oraz zwigzk6éw powierzchniowo-czynnych

Problem w zastosowaniu ozonu jako czynnika wyjatawiajgcego stanowi wysoka pozostadis¢ tlenu
w pozywce, ktéra hamuje procesy biotechnologiczne prowadzone w warunkach beztlenowych, wyno-
szgca ponad 16 mgO-/l w przypadku brzeczki o stezeniu wynoszgcym 15°P [Dziugan i wsp., Ozonation
as an effective way to stabilize new kinds of fermentation media used in biotechnological production of
liquid fuel additives, 2016]. Natomiast konwencjonalne beztlenowe procesy biotechnologiczne powinny
odbywaé sie w srodowisku catkowicie pozbawionym wolnego tlenu lub z jego niewielkim dostepem,
a wysokie stezenia tlenu powodujg zahamowanie proceséw biotechnologicznych prowadzonych
z udziatem drobnoustrojéw beztlenowych [Botheju i wsp., Oxygen effects in anaerobic digestion, 2009].

Znane sg metody chemiczne usuwania tlenu ze $rodowiska wodnego za pomocg zwigzkdw che-
micznych. | tak w europejskim opisie patentowym EP0598384 przedstawiono metode usuwania tlenu
ze Srodowiska wodnego przy uzyciu gazowego azotu, ktéry petni role reduktora nieorganicznego.
Z kolei amerykanskie opisy patentowe US 4524015 i US 5178796 opisujg adsorpcje tlenu przy uzyciu
kwasu askorbinowego oraz usuwanie tlenu za pomocg soli kwasu ketoglukonowego.

Powszechnie stosowng metodg usuwaniatlenu z pozywek jest uzycie tiosiarczanu sodu Na>S203,
jednakze powoduje to wzrost iloSci sodu w Srodowisku reakcji, co moze prowadzi¢ do zaburzenia pro-
ceséw beztlenowych oraz powoduje wzrost zasolenia [Sinha i wsp., Alternative methods for dissolved
oxygen removal from water: a comparative study, 2000], Do usuniecia tlenu z wody mogg by¢ takze
wykorzystywane siarczki nieorganiczne — jako reduktory nieorganiczne, jednakze ich obecno$é
w brzeczkach fermentacyjnych moze zaburzac wzrost i metabolizm drobnoustrojow [Luther i wsp., Ther-
modynamics and kinetics of sulfide oxidation by oxygen: A look at inorganically controlled reactions and
biologically mediated processes in the environment, 2011; Fukushima i wsp., Use of photocatalytic re-
duction to hasten preparation of culture media for saccharolytic Clostridium species, 2003], Z kolei wy-
korzystanie organicznych siarczkéw nie jest stosowane sensu stricte do usuniecia tlenu tylko do proce-
séw utlenienia siarczkéw organicznych, w wyniku czego powstajg sulfotlenki i sulfony [Sun i wsp., Re-
moval of malodorous organie sulfides with molecular oxygen and visible light over metal phthalocyanine,
2008], Znane sg tez metody usuniecia resztkowego tlenu oparte na uzyciu hydrazyny i N,N-dietylohy-
droksyloaminy (DEHA), ale wymagajg one podwyzszonej temperatury, zas same te substancje reduku-
jace sg toksyczne i dziatajg negatywnie na Srodowisko biotyczne [Sinha i wsp., Alternative methods for
dissolved oxygen removal from water: a comparative study, 2000], Stosowano réwniez chlorowodorek
cysteiny jako czynnik redukujgcy i obnizajgcy potencjat redox [Mould i wsp., A review and simplification
of the in vitro incubation medium, 2005].

Celem wynalazku jest opracowanie skutecznego sposobu usuwania tlenu z pozywek fermenta-
cyjnych po procesie ozonowania, bez koniecznos$ci stosowania zwigzkéw chemicznych mogacych za-
burzaé procesy biotechnologiczne.

Sposdb usuwania tlenu z pozywek sterylizowanych metodg ozonowania, wykorzystywanych do
beztlenowych procesdw biotechnologicznych, na drodze chemicznej, wedtug wynalazku polega tym, ze
do pozywki, po sterylizacji metodg ozonowania dodaje sie FeSO4 w iloéci od 0,02 g/l do 1 g/I, po czym
prowadzi sie inkubacje ; w temperaturze od 15 do 30°C w czasie od 6 godzin do 30 godzin.

Korzystnie jako podtoza stosuje sie brzeczki stodowe i melasowe.

Korzystnie jako podtoza stosuje sie brzeczki o stezeniu od 2 do 15°P.
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Sposéb wedtug wynalazku pozwala na usuniecie tlenu z pozywki bez koniecznoéci stosowania
zwigzkoéw chemicznych mogacych zaburzaé procesy biotechnologiczne.

FeSOs jest rowniez wykorzystywane do suplementacji zelaza u ludzi i zwierzat oraz do wzboga-
cenia w zrodio zelaza pozywek wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych. Sél ta jest po-
nadto tania i tatwo dostepna.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady oraz rysunek, na ktérym:

Fig. 1. przedstawia wykres dynamiki usuwania tlenu z brzeczki stodowej 15°P przy uzyciu FeSO4
w dwodch réznych dawkach 0,01 g /500 ml oraz 0,1 g/500 ml;

Fig. 2. przedstawia wykres dynamiki usuwania tlenu z brzeczki melasowej 2°P przy uzyciu FeSOa,
w dwodch réznych dawkach 0,01 g /500 ml oraz 0,1 g/500 ml.

Przyktad1

Do reaktora o pojemnosci 11 wprowadzono 500 ml pozywki stodowej o zawartosci ekstraktu 15°P
i poddano jg procesowi ozonowania w czasie 20 min, przy przeptywie 0,4 ml na minute przy stezeniu
ozonu 100 g na m3. Nastepnie do ozonowanej pozywki o zawarto$ci tlenu ponad 16 mg 02/1 wprowa-
dzono FeSO4 w dawkach 0,1 g/500 ml lub 0,01 g/500 ml, a nastepnie zawiesine pozostawiono w temp.
25°C na okres 26 godzin. Pomiary stezenia tlenu dokonywane byly w sposéb ciggty za pomocg tleno-
mierza CO - 551 podtgczonego do komputera.

Whyniki przedstawiono na Fig 1.

Wykazano, ze zastosowanie FeSO4 w dawce 0,1 g/500ml powoduje usuniecie tlenu z brzeczki
stodowej do poziomu 0 mg/l w czasie 6 godzin, natomiast w dawce 0,01g/500 ml odpowiednio w czasie
26 godzin (zawarto$¢ tlenu 0,83 mg 02/1).

Przyktad 2

Do reaktora o pojemnoéci Il wprowadzono 500 ml pozywki melasowej o zawartosci ekstraktu 2°P
i poddano jg procesowi ozonowania w czasie 20 min, przy przeptywie 0,4 ml na minute przy stezeniu
ozonu 100 g O3 na m3. Nastepnie do ozonowanej pozywki o zawartosci tlenu ponad 16 mg O/l wpro-
wadzono FeSO4 w dawkach 0,1 g/500 ml lub 0,01 g/500 ml, a nastepnie zawiesine pozostawiono
w temp. 25°C na okres do 30 godzin. Pomiary stezenia tlenu dokonywane byly w sposéb ciagty za
pomocg tlenomierza CO — 551 podtgczonego do komputera.

Wyniki przedstawiono na Fig 2.

Wykazano, ze zastosowanie dawki 0,1 g/500ml powoduje usuniecie tlenu z brzeczki stodowej do
poziomu 0 mg/l w czasie 13 godzin, natomiast w dawce 0,01g/500 ml odpowiednio w czasie 30 godzin
(zawartos$¢ tlenu 0,86 mg 02/1).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b usuwania tlenu z pozywek sterylizowanych metodg ozonowania wykorzystywanych
do beztlenowych proceséw biotechnologicznych, na drodze chemicznej, znamienny tym, ze
do pozywki po sterylizacji metodg ozonowania dodaje sie FeSO4 w iloéci od 0,02 g/l do 1 g/l
po czym prowadzi sie inkubacje w temperaturze od 15 do 30°C w czasie od 6 godzin do 30
godzin.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako podtoza stosuje sie brzeczki stodowe
i melasowe.

3. Sposo6b wedtug zastrz. 1, albo znamienny tym, ze jako podtoza stosuje sie brzeczki 2 do 15°P.
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