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Mikrobiolo ick! zpusob v§roby kyseliny
6 droxyp kol nové z kyseliny pikolinové a/nebo
ch solfi. Voli se takovad Kkoncentrace kyseliny
olinové n/ncbo jejich soli, aby se kyselina
bydroxypikolinovl déle nemetabolizovala,
Zpusob se provadi bud pomoci mikroorganismu
rodu Pseudomonas Bacillus, Alcaligenes nebo
Rhodotorula ebo omoci biomasy, které
zpracovAvé kylalinu pikolinovou a kterd roste s
kglolinou ikolinovou Jako jedinym zdrojem
liku, dusiku a energie.
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Mikrolidolc

aicky zpGsobh vwroby kyse!

Obhlast techniky

Vyndl

Liny Be-hydroxypikolinove., Vychozl Ldatkouw je kyselina pikolino-

sz e Lykd noveho mikrobiologického zpdsobu vwroby Ky--

va a/nekbo

Llschaft,

dproduk tem

pro vyrobu Lediv.

Dosavadnl stav techniky

Je znamo nékolilik zpOsobd vvroby kyseliny G-hydroxypikolino-

vt pomaoct organickyeh  syntaz. V4 kvesaeliny pikolinove lze

dinovou reakel s hyvdroxi-

sV, 249, shr. 4389 4392,

1L9EEY . Nevwhooda tohoto zpQsobu vak spoivd v tom, Ze se Kyseli-

ma  bBehydroxypiko skd v omEritelngm  vvbéZku, ktery cimt

e,

Jen Hlo#.

Je rounéd? znamo, Ze mikroorganismy rodu Bacillus hydroxyluoe-

Ji kys prikolinovow za vzriku  kysellny G-hydroxypilkolinove
0. Shukla a S.M.Kauwl, Indian J. of Biochemistry and Bilophysics,

sV, L0, str. L76-178, 1973, 0.Shukla a spol., Indian J. of Bio -

chenistry ang Blophyvsics, sv. 14, str. 2092-295, 1977). Velkd ne-

vyhoda tohoto  zpGsobu viak spocdiva v tom, Ze dalsi wmetabolicky

Proce kyseliny Behyoroxypikolinoue zamezit pouze pomoct

dnkviitory arsernditanut  sodného, cAlmZ se rovnéZ  brzodl o rast

mikroorgarnismQ. Dalsim nedostatkem je, Ze se

Lima B-hydroxypikolinovd, ale smés kyseliny 3, G-dilihvoroxypikold--

R.L.Tate a J.C.Ensdian, Can. J. Microbiol. s, 20, str. BYS
----- T2, 1974 popsalil hvdroxyvliaci kvseliny pikolinove pomocl mikro-

orgardsmd rodu Arthrobaclter . Nevvhoda tohoto  zplQsobu spodfivda o




tom, Zze mikroorganismy nemobhou vyuZivat kvselinu pikolinovou

vvilugng jako zdro) ubliku, dusikua a energie. PPRL hvoroxyla
X,

st byt totiZ prltomen extrakt kvasmic, co2 mlZe vést k neZdicdou

cimu zneisténl produktu. DalsSim  nedostatkem je, Z2e se kys

G-hydroxypikolinovd  tookl Jjen prri nlzkeéem obsabu kysliku,

mikroorganismny nejsou v rdstové fazi oa  tim se  tovorl malé

X, o

M-

Lol procduktu.

Pocdstata vyndlezu

Pojem kyselina pilkolinovd zabrnuje rovné? jeid soli, Jako

naprlklad e jl ve vocd® rozpustng  alkalickeé solid, Amonndae
nebo také  naprilklad sm&s kyseliny  pikolinové a jejfch  ve vodd

rozpustnyeh alkalickyelh sold.

Uloha pfrecdloZengho vyndlezu spodivd v odstranénl jmenova -
nych nedostatkd  a v uskutedn@nl  hospoddrnégho mikrobiologlokaého

B-hycroxypikolinove, pficem?Z se ziskd

zplsobu  vyroby kys

oké Chle

procuklt ve vy a ve vvsokem vybeZikua.

Ulokha e zpQsobem  podle  patentoveho  marokua 1L oa
zpQsobem podle patentového naroku 7.
Pocdle  vyndlezu se  provdcdl jecdna  varianta zplsobu vy raby

limna pi-

kolinovd  pomocl mikroorgandismu rocu  Pseudomonass, Bacil]

Alcaligenss, Aerococeus nebo Rhodotorula, ktery roste o kys

nouw pikolinovow  jako  jedinvym zorojem ubliku, cdusiku a energle.

Volid se takovd koncentrace kyseliny pilkolinové, aby  kyvselina

Jako mikroorgarnismy L

e pouZit vechny shora uvedendg rocly,
kterd rostou s kyselinouw pikolinovou jako Jedinym zoarojem uhliL-

ku, dusiku a energle. Tyto mikroorganismy 1L PLzolovat meltodami

bEZrnymi v oborw, napriklac z CSisticloh zarfzent nebo Py .

Ucelne pra vyrobu kyseliny  Behydroxypikolinove pouZivd

mikroorganismus Alcaligenes faecalis, kbtery byl 7.12.1990 uloZen

uw Neémeckd shirky mikroorganismd a bungcnyveh kwltur GmbH, Mascbe-

roclewes 1o, 33300 Braunschwe:io, pod  Clslem  6269. Terto

mikroorgarnismus nebyl dosuc zrndmy.
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Pro prove

aby kyse

2 odtvodu hospoddrnostl must

metry perid hydroxylaci kys
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béthem ristoveé Ffize.

) Hycroxyldza kys 1

raastu.

ky s
cd Procukt

rdstoveém mec

Ckysealina

du.

5 oprekvapenim se zjistilo,

splngny  tekay,

rastove fazi mi.kroorgan:

zovala.,

Jak iz byvlo uvedeno,

Jako o jedtinym zdeo jem utrl ik,

kKayZ se bhEéhem

ami

enl hydroxylace
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Liny pikolinove je Z28douct,

ina B-hydroxypikolinovd nebyla ddle metabolizovana.

eclut jlfol para-—

procukovat kyseling  G-hydroxypikolinovou daz

Wwopikolinove md zastat aktivnd po skontent

melo byt zbrzdéno na stupni

ma byt obohacer

Ze jsou tvito parametry soutasres

Pricla

clustku a enero:

mikroorganismd nebo

takouve

kmer s kyvselinou

e, Nap

Lakeé po

mnoZstvl  kyseliny

prikolinovou

avaril toho-




=rTlrac

to  kmerne uskutedmnit kys nou pikolinovou o konc

0,05 az 0,2 Z hmotnostnd, pricemZ je kyselina pikolinovd zcela

metabolizovana.

JestliZe se  z2uySl komcentrace kys Ly pikolinove, pak se

brzol rast bunék. Prd koncentraci kyvseliny pikolinove nad 0,5 %
Finotnostnimi nelze  ji2  pozorovat  Z8dny  rdst. AvSak aktivita

hyvaroxyldazy kyseliny pikolinove zQstdavd v bunkdch nezménena.

Urtelng se  po nap@stovdnl mikroorganismd prdadd kyselina
pikolinova Jakm'hmmtnmﬁtné 10 2l  aZz nasveeny roztok takovou
ryehlost:l, Zer  nepresdhne koncentrace  kyseliny pikolinouve ve
fermentoru 10 % bhmotnostnich. S vyhodouw nepfesdhne koncentrace
kyseliny pikolinove ve fermentora L 2 bhmobtnostod.

Uelnd slouZl roztok kyvseliny pikolinove spolu s roztokem

alkalickeého hydroxicdu k regulacid  hodnoty pH kultivacrniho mecia.

Jako alkalicky hydroxic naprliklad pouZit hvoroxic sodny nebo

>

iy . Jako  kultivacnl  meclh

hydroxic dre

se mohou pouZit v
oboru bheEZNE  pouZivand medila, vyhodng  se  pouZivd  mechium s
minerdalnimi solemi, JjehoZ2 sloZenl je wvedeno v tabulce 2.

UesexLmis Je ubsalh kvsliku v kultivadmnim meciu  békhen
hvdaroxylace a2z do 90 2 maximdalniho svoernd, vyhodng je  oabsah
kysliku v rozmezl od 0,1 do 50 % maximalniho sycend.

Hyclroxyl.ace kyseliny pikolinove e uskutednu je bdEhem
rastove faze nebo po mil.

Hodnota pH je d@elné béhem rdstove  faze nebo po ni mezi pH
4 a 10, vyhodng mezi H a 9.

Hydroxylace se uskutednu je o

Lmed ol teplote  od 10 do 60
“, vyhodng od 1% do 40 0.
K  dodatedndmu zoyESent koncentrace produktu s pockle

vyhadngho provecls

1L vyndlezu privdadl alkalickd sl kyseliny  pi-

kolinove, pricemZ je pfrivod alkalické  soli kvseliny pikolinove

rlzen regulact parcidlniho tlaku kysliku ve fermentoru.

Alkalickd 0l  kyseliny Frikolinoveé s Uceln® prridava

takovou ryvechlostl, aby koncentrace soll  kyseliny pilkolinové ve

idhla

fermentora nepfesdhla 10 % hmotnostnich, vwhoodnd aby e e

1 %4 bhmotnostrng.

Druhd varianta zpQsobu  wyroby kys

o]

Vyid il

Wose uskutedhnuje btak, 2Z2e se

ad aerobnl biomasa zpracujlol kyvselinu  pikolinovou napésbu je o




kyselinou  pikolinovouw a  minerdlmd kyselinouw o moldrmim poméra

kvsealiny pikolinoveé k  minerdlntd kyseling od 1L do 8B, pricemZ se

tento pom@r udrZuje po celouw rastovou fazi a mak se

(@P) proveds hyaroxyls kyseliny pikolinové touto biomasou.

Pod pojmem "nap@stovat aerobnl biomasu zpracu jlcl kyselinug

prikolinovou” se rozuml ndsledujlcel: JestliZe se péstuje biomasa

mapfiklad 2z kalt cisticlfoh zarlzenl jako inokulum s popsanym

1inmy  pikolinove a minerdlnil kyseliny za
o

moldrmnim  pom@rem Ky

anaerobnich  podminek se  aerobnl  biomasa zpracujl

-, . .
nu pilkolinovow, to znamend nesteriint biomasa, kterd roste

pikolinovow Jjako  jedinym zdrojem uhliiku, dusikua a

Tku.

Liny pikolinove  k mineradlnt kyvselilng, Lo

zhamend privoa stava jlcl =z kyseliny  pikolinovée  a

Any Kk bun@cné suspenzi, se  Acelne reculuje b

minerdlmnt  kyse
mErenim hodnoty  pHoasnebo mEFenim pom@ru kysliku ku kyslicrniku
uhlicitému v o odpadnim vzcuchu,

Jako  wminerdalntd kyselina se pouZlvd napriklad

Gina cdusiond nebo

sirovd, kyselina chlorovodlikovad,

fFosforectnd, uvwhoodné se pouZlivd kysel sirova.

30 behem

1he se uskutesnl regulace, popfilipadé  prlood smd

map@stovant biomasy (stupeft ad tak, Ze se udrZuje  moldrndl pom@r

kyseliny pikoblinove ke kyseling silrove od 3 do B, Znamend to, 2e

24¢

se pro nap@stovdant pouZl je dCelne na 1 mol kyseliny sirové 3 a2

5 omold kyvseliny plkolinové. Vwhodn@ se pro napéstovdnl pouZzi jl 4

L

a2z % mold kyse

iny pikolinoveé na I mol kyseliny sirove.

>

napgstu je aercbrnl  biliomasa zpracu jlol kys

(hvykle Lamu

prikolinovown v mediu, kterdé obsahuje minerdalng solil, © uyhodouw v

meckiu  obsahujfcim minerdlnd  solil, jehoZ.

2.

Je uvedeno v

tabuloe

Nap@stovanl bhilomasy L@ provdacl prd hodnot@ pl ood 8

ao 49, vyhodn® od 6 do 8. Teplota e dCelng bé&hem napéstovant

bliomasy mezi 15 a B0 “C, vyhodn@ mezi 25 a 40 “C. (Obhovykle se na-

stovdant blomasy uskutednl v dob® od (L5 aZ 3 dnd.Po napd

se biomasa prripravend pro viastrnl biotransformaci Chydroxyla-

bud odaE Lt metodami. obuyklvmi v oboru nebo se Kys

kolinovd, kterd ma byt hyvdroxylovdana, pfidda pfimo do nap@stovand

biomasy. Vliastrnl hydroxylace kyseliny pikolinoové Casubstrdalt) se




il

pak uskutedrnl  za stejnveh  pocdminek, kterd JiZ byly popsdny
v oprvnt vardiantd. USelns Je béhem  hydroxyvlace optickd hustota
biomasy pri G50 nm (Dewa mezi 0,5 a 100, vyhodné mezi 1 a 0.
Vhaodnd teplota je pri této variantd mezi 15 a 50 <0, wwhodn® me--
zid 25  a 40 <. Vhodnd hodnota pH e mezi 5 a 9, Vvhoone mezi
Loa 8.

Po oddélent bungk 2z kultivadriho media, napfiklad centrifu-

.

gacl nebo mikrofiltractl,  se Ciry roztok okyeeld, prricemZ se

vysraZl kyselina e hydroxypikolinovd. Aby se  dosdhlo optimdlod

krystalizace, roztok se vyhodndg okyselu je prd 60 0. Ciry roztok

lze viak pouZlit pro daldl reakoe 1 bewp zpracovand .

Priklady provedernt vvndlezu

Profk lad L

faecalis (DSM 6P

Tzolac )
Mikroorgarnismy  aerobhd metabolizujicl kyselinu pikolinovou se

obohacu il v AN meciu Ctabulka 1) s prlcdavkem 0,1 %

Chmotnost/ob jem) kyseliny pikolinoves dako jedinym zdreojem ukblfiku
a eneroie. Ubecné metody  pro dzolaci mikroorgamismd  jsou
popsdny napfilklad o "E.Drews, Mikrobiologisches Praktikum, 4.
vyvddnmil, nakladatelstul Springer., 1983, str. 1-84" . Jako inokulum

s pouZivajl vzorky  pldy  nebo vzorky z Clsticfoh zarlzend.

Obohaceng vzorky se kultivujf v trepaclich bankdch pri 30 “C. Po
tro jindsobném preotkovant do Cerstudho meclia se obohacend vzorky
rozetrou nabgtwjné medium s prldavkem 16 9 awaru na litr a
inkubujl se pri 30 0. Po nekolikanasobrngm rozetMfent na aarove

mecium se mohou dzolovat fliste kultury.
Priklad 2

Hyvdroxyvlace o rdstove Fdzi

Alcaligenses fascalis (OSM

s kultivuje asrobnég v mediu
obsahu jLoim mineralhi s0li Ctabulka 2) @ kyselinou ik olinovou
Jako jwdinym zaro jem ubliku, cdustiku  a enercaie prl pH Y oa  pr
teplotd 30 “C. K napdstovant slouZl  20ti Litrovy fermentor s

pracovnilm ob jemem  ca 1% 1. Pro regulaci pH o se pridiavicuje 4, 06

e



molZl (50 % Fmotnost/ob jem, ca. 2 1) roztoku kKyseliny pikolinove
a 3 mol/Zl L2 7 hmotnost/Zob jem, meéne  neZ 200 milD roztoku
hydroxidu  sodného o prdbéhu 27 hodin. Potom  se prokdzalo Ve
fermentacrnim  roztoka (0, 14 mol/l (2 % hmotnost/ob jem) kyseliny

G-hycdroxypikolinové a 16 mmol/Zl (0,18 Z hmotnost/ob jem) kyvseliny

rikolinoue. K tomuto Casovéemu  bodu tvorl  absal kveliku L %
sycernl prid prosyceenl vzoduchem 30 L/min a pria rychlosti michant

7HO otacek/min.

Flyaroxylace po rastove fazi

Po rdstove fdazi  se prlddavkuie do fermentoru 2,7 mol/l (47 %

Fmotnost / ok jem, ca 2.% 1D roztoku  pikolindgtu sodného  CpH 7

v oprdbaéha LD hodin., Rychlost davkovant roztoku pilkolindatu sodrnge

ho e Plzena regulacl  parcidlniho tlaku kyvsliku fermentoru tak,

aby obsah kysliku neprekrocil 20 % nasveend, pficemn? koncelbrace

pikolindtu Jje ca. 20 mmol/L (0,22 % hmotnost/Zob jem) . Pri koncer-—

tracl 0,7 mol/zl (9,8 %2 hmotnost/Zob jem) kyseliny G-hydroxypikoli-

nove a  celkove dobé fermentace 42 hodin se  priddoant prerusdt.

Pro celou ndpln se dohromady  pouZije 17, 8 mol (2190 ) kyseliny
pilkolinove ve formé& volne kyseliny a sodné soli. 7 kyvseliny pi-

kolinove, popripad® jejl sodné soli se po okvselent bezbunddnsho

roztoku dzoluwje 13,3 mol CLE50 o) kyseliny G-hyvdroxypikolinove

v krystalicke form@. To odpovidd vyteZku 74 %, vztaXeno na vhne-
Lirmut  pikolinovou. 7 vysledkd HPLC-analyvzy vyplyod 9

ol Cistota kyseliny  G-hyoroxypikolinové., Vo Cirém filtratu Je

SERNOU kKys

mozng prokdzat -0, 13 mol L8, 5 g kyseliny B-hyvdroxypikolinouvs,
coZ odpovidd 0,75 % vnesendg kyseliny pikolinové a 0, 3 mol (37 )

kvseliny pikolinove, coZ2 odpovicda 1, 7 2 vnesend kvseliny pikoli-

MoV .

Priklad 3

Vuroba kyseliny G-hydroxypikolinové (nesterilnt biomasouw)
ad Nap@&stovdnt
Fermentace se pfmvédi voonesterilnim mediu obsabujloim mineralnd
soll Ctabulka 20, ver fermentoru s pracovnim objemem 5 1L pri pH
70 e teplotd 30 “C a prl provzdusSndngd 0,5 - 5,0 L/mdn. Fro

regulact  pHose  k mediu pridd smes 307 g kvseliny pikolinoves




=
Eo
E=
-
=

Ex

Wl
Al

e

v
i

il
Al

..,,-..
i

i

[iaiieif

li=

i

T
b

T

o
kL)

b

i

(2, 5moldd) a 49 o 3, 5 mol)  kyseliny sirove a 1 1 vody. Ferﬁéntmr
se naocku je 200 ml kalu 2z Cisticiho zarfzenl odpadnich  vod,
Zermatt, ﬁvycarﬁkw. FPo 48 hodinach  se fermentor vyprdzdnil aZ2 na
pal litru a naplnl se Cerstovm nesterilnim mediem.  Po 24 hodi-

Nnach se tento postup zopaku je.

&P Hydroxylace v rlistove fazi

Koy2 posledni ndpln v postupu  ad) dosdhne hodnotu ODgsenm L, za-
ha il se hydroxylace. Regulace pH se od této chuile uskutedni od-
povida jfcim pricddnim 50 % hmothost/Zobjem) roztoku kyseliny pi-
kolinove. Dodatedng se do fermentoru pfidd 59 %4 (hmotnost/ob jem)
roztok  pikolindatu sodného s pramé&rnou rychlostl ddavkovant 7, 3
ml/h po  dobu 68 hodin.  Na konci hydroxyladngl  fdédze se kvselina
pikolinova nedd spektrofotometricky prokdzat. Konednd kwﬂcéntraw

ce kyseliny  B-hydroxypikolinové je 51 a/1 Camalyticky stanove-
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Tabulka L: A+N mediuwm

SloZend:

KoncentraceQne/l)

(N4 504
Na PO
K20
Nall
Myl L . B
Callg.2H,0
Fella . BHa0

pyridoxalhydrochlorid
roiboflavin

amic kyseliny nikobinové
thiaminhyadrochlorid
idotin

Lima pantotenovd

pe--aminobenzodlt
kyselina Listovd
vitamin BL2
ZS0a . TH0
MGl . AHR0

g B30

Colla. BH0

#

2.0
NA Gl . BH0
NamMolg . 2H..0
EDTANa, . 2H.,0

Feads [14 et o ()

CplH roztoku se po pricddant

7, D

2000
2000
1000
3000
400
14.5
0.8
10,107
£, 0.0

(SR

50
2.0
.0
100, 10®

Q). Lo
BO0. L0
200 . 10~
10,20
20,10~

I A 8 d

2.0

kyseliny pikolinoveé upravi na hodnotu




Tabulka 2

SloZend media obsahujfol minerdlnd sold:
kyselina pikolinovad 2 a/1
MGl o 6 Hal) (3, 8 o/
----- CalClg : . 0,16 o/
Na S0, 0, 2% /1
KH 5004 1, 4 /1
Na PO 4 0,49 /L

stopove pruky 1 ml/1

kyselina pikolinova 200 o/
Na(H 5 s/l
InS0a o 7THRO 9 /1
MGl o 4H,0 4 /.
----- HsB () 2,7 o/l
- Colls . GHal) .8 a/l
~~~~~ Culle o 2Ha0 1.5 o/l
Mills . BH,LD (L 18 9/l
NamMolly . 2Ha0 02 g/l
----- FeSa, o 7HL0 : 30 9/l

(pH roztoku se upravi na hodnotu 7, 0)

Préamyslovd vwuZitelnost

Kyselina G-hydroxypikolinovd se napffifklad pouZivd k ogrobs
2-oxypyrimidinu. 2-oxypyrimidin je zase dOleZlitym meziproduktem

o vyrobu léadiv.

-
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Mikrobiologicky zpQsokh vwroby kyvseliny G-hyvdroxypikolinove,

ma ¢ uw j Lot 5 @ t L om, Ze s hiyvdroxyliuje

ina phikolinovda asznebo  Jejl soli pomocd mikroorganismu

rocdu  Pseudomonas, Bacilllus, Alcaligeneas, Aerococcus nebo .

Rhodotorula, ktery roste @ kyvselinou pikoldnovou  jako

..... s

Jedinym  zdrojem uhliku, dusiiku nebo energie, prlcemZ se

koncentrace dany pikolinove  a/Znebo jejlch  solfl zvoll

Lina B-hyaroxypikolinovd ddle nemetabolizo-

Lak, aby se kyse

vala.

ZpQsob podle ndaroku 1L, vy 2 mnadcuw j i ot S e t L m,

5

Zer wmer hyvdroxyvlace provdadl s wmikroorganismem Alcalilgenes

faccalis, kKtery Jje wloZen u Neémeckd shirky mikroorgarnismd a
bungcnyekh kultur pod Slslem 6269, nebo s jeho descendenty a

mutanty.

Zptsob podle narokae L nebo 2, vvyznacdcu jicocit 6

Lt L m, Ze se volfl koncentrace kyseliny pikolinové aZnebo

Jejlokh solfl tak, aby nepresdahla 10 Z hmotnostnloh.
Zpdsaob podle ndarokG L oaz 3, vvyznadcu ji1icdid 56
t AL m, Ze se hydroxylace provdadl pfl teploté od 10 do 60°C

a prd hocdnoteE pH o od 4 oo 10.

ky mikroorganismid a bunécnych kultur s Sislem 6269 a jeho

descendenty a mutanty.

.

Mikrobliologicky zpQsob vvroby kys

inoveé,

iny B-hydroxypikol

vy znadcu jrooeL & 6 t L om Ze
a) biomasa zpracovdava jfcl kyselinu pikolinovow asZznebo je i
rozpustng sold nap@stuje s kyselinow pikolinovou aZnebo s

Jedrimi rozpustnymi solemi a  wminerdlnl kyselinou ¢ moldrnim




8.

poméru kyseliny pikolinové a/nebo jeiftch rozpustnyoch oL k
mineradalnt kvselin® od 1 do 8, pridtem? se po  celou Fazi

napestovdanl udrZuje tento pomé@r, a pak se

s proveds hydroxyvlace kyseliny pikolinové as/neba jeifch

rozpustrveh soldl touto biomasouw.
ZpGsob pocdle ndrokua 6, vy znadacujgIlcoedd [ t L wm,

Ze ve stuprd  ad  upravd je moldrnl  pomér kyseliny

pikolinove  as/nebo  jejlfch  rozpustnyeh  sold ko minerdind

L Vv

kyseling pfres mérend poméru kysliku k oxicdu bl

odpadnim plynu a/Znebo pres mérent hoodnoty pH.
Zplsob podle jecdnoho z ndroka 6 a 7, Vyznadcu jroed
G @ t o om, Ze  se ve stupnil a)  pouZije jako winerdlnt

kyselina kyselina sirovd v moldrnim poméru kyseliny pikoli-

nove asnebo  jejlch rozpustnyeh solf ke kyseling sirovée od 3

do 5,

Zplsob podle alespol jednobho 2z ndrokd 6 a¥ 8, Vy Zzna -
Couwogor e L s oe -t oL om, Ze se napéstovdanl  ve stupni a)
a hydroxvlace ve stupri b)) provdd P teplotd od 1% “C do

B0 PC a prdl hodnotsd pH o od % do 9.
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