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(54) 7Zpasob davkovani substrdtu a minerdlnich Zivin p¥i aerobnich

kultivacich mikroorganismi

1

Predmdtem vyndlezu je zpilsob divkovani substrdtu a minerdlnich Zivin pi¥i aerobnich

kultivacich mikroorganismi na kyselin& octové,

Jednim z petrochemickjch produktd piichdzejicim v Gvahu jako vychozi surovina pro
mikrobidlni procesy je synteticki kyselina octovd, Na bazi kyseliny octové jako substritu
jsou vyvijeny predeviim postupy pro vyrobu mikrobiidlnich bilkovin nebo pro fermentadni
piripravu aminokyselin,

Ve srovnidni s jinymi substrdty je kyselina octovd zdrojem uhliku, ktery jiZ p¥i po-
mérnd nizkfch koncentracich ivhibuje rast mikroorganismi, PF¥i p#ilis nizkych koncentra-
cich je viak r@stovd rychlost mikroorganismé podle znéméhoIMonodova vztahu opét brzd&na
nedostatkem substrdtu, Proto je tieba p¥i kultivacich na kyselin& octové udrZovat koncen=-

traci substridtu v médiu v pomdrné hGzkém rozmezi,

Podobnd jako p¥i kultivacich mikroorganismi na v&t$in& jinych substrata je i p¥ri
zpracovavani kyseliny octové vyhodn&jsi nelimitovat rdstovou rychlost zdrojem uhliku,
ale kultivovat v limitu kysliku. Pro zajist&n{i t3chto kultivadnich podminek je tfeba u=
drzovat v médiu nadlimitni koncentraci substrdtu a doplhiovat substrat spot¥ebovidvany mi-
kroorganismy, P¥i kontinudlnich kultivacich je ti‘eba stejnym zpisobem divkovat i minerdl-
ni Ziviny,

Problémy dédvkovani substrdtu a mineridlnich Zivin Fe3i jednoduchym zpisobem postup
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podle vyndlezu, pi¥i ném¥% se p¥i aerobni kultivaci mikroorganismi na kyselind octové za
udrZovani{ pH kultivadniho média v ur&endm rozmezf divkuje do kultiva¥niho média, obsahuji-
ciho 0,1 a% 2 g/1, s vfhodou 0,3 aZ 1 &/1, octanu amonného, p¥i vzestupu pH nad horni mez
urdenédho rozmeéi sm&sny roztok kyseliny octové, kyselého fosforednanu draselnédho, siranu
ho¥ednatého, amoniaku a pripadnd i daldich Zivin a Ze se p¥i zpomaleni r&stg mikroorga=

nismé do kultivadniho média p¥id4dvé amoniak.

Amoniaku je ve sm¥sném roztoku obsaZeno jen 80 aZ 90 % z vypo&teného mnoZstvi, za-

jis¥ujfciho ¥iveni mik:--organismi dusikem,

Zpomaleni rdstu, p¥i kterém se do kultivadniho média p¥iddvd amoniak, je indikovéno
prodlouZenim Zasového intervalu mezi dvdma po sobd nésledujicimi ddvkami sm&sného rozto-
ku, vzestupem koncentrace kysliku rozpudtdného v kultiva¥nim médiu nebo vzestupem obsahu

kysliku, pripadnd poklesem obsahu kysli&niku uhli&itého ve vydechu fermentoru,

Postup divkovini substrdtu do kultiva¥niho média podle vyndlezu je zaloZen na skuted-
nosti, %e v octanu amonném je pom3r mezi kyselinou octovou a amoniakem (3,5 2 1) mnohem
men¥f, neZ je pomdr mnoZstvi obou Zivin spotfebovidvanych pro tvorbu mikrobidlni biomasy
(20,8 : 1 a% 25,8 : 1), Proto se p¥i riistu mikroorganismi na octanu amonném podstatnd
rychleji spot¥ebovAvid aniont a do média se uvolﬁuje amoniak, ktery zpisobuje vzestup pH.
P¥i dpravé pH na urdenou hodnotﬁ kyselinou octovou se uvolndny amoniak zneutralizuje a

pfedlofend koncentrace ostanu amonného v médiu se obnovﬁje.

Spolu s kyselinou octovou je moZno p¥i Gpravd pH do média ddvkovat i minerdlni Zi-
viny, a to ve form¥ sm8sného roztoku, ve kterém pomdr jednotlivych Zivin odpovidd jejich
spotebd p¥i syntéze biomasy, Umoinuje tovskdteénost, Ze pfidavek pinerélnich Zivin ke
kyselind octové nesniZuje jeji neutralizadni schopnost a Ze smdsny rozitok je &iry, P#i
reguladnim postupu podle vyndlezu je tieba jako zdroj kyslidniku fosforedného a drasliku
pouzit kysely fosfore&nan draselny, ve kterém je kyslidnik fosforedny a draslik v poméru
odpovidajicim jejich spotiebd pii syntéze biomasy, Pri kultivaci mikroorganismi je sul
Gplnd spotiebovhvina & neovlivhuje zbytkovymi ionty pH média. Bez vlivu na pH je i aniont

siranu ho¥ednatého, ktery se z v&t3{ 84sti spot¥ebovaAvd jako zdroj siry.

Aby koncentrace acetdtu v médiu nestoupala pii dosaZeni vyZSiho vyté&Znostniho koe-
ficientu, neZ se predpokléddal pfi vypodtu slo¥eni sm&sného roztoku, pfiddvd se do smisné-
ho roztoku mens{ mno¥stvi amoniaku, ne% odpovidi jeho obvyklé spotiebé na tvorbu biomas&,

a to o 10 a% 20 %, Amoniak obsafeny ve sm¥sném roztoku pak nestad{ plnd kryt spot¥ebu

- dusiku p¥i biosyntéze, pi¥i kultivaci se spot¥ebovAvh i 84st amoniaku z predloZeného oc=

tanu amonného a koncentrace acetdtu v médiu pozvolna klesid, Po urdité dobd se koncentrace

acetdtu sni%i{ na hodnotu, pi¥i ni%¥ je jiZ limitovAn rust a ristovd rychlost mikroorganismi

~ se snizfi, Sni%eni{ ristové rychlosti se projevi prodlouZenim Sasového intervalu mezi po sSo=-

b& nésledujicimi ddvkami sm¥sného roztoku, ryohljﬁ vzestupem koncentrace kysliku rozpusde
téného v médiu a také vzestupem obsahu kysliku a poklesem obsahu kyslidniku uhli¥itého ve
sm&si plynd odchAzejfcfch z fermentoru, Ndkterou z Jmenovanych zmén je moZno vyuZit k ime-

pulzu pro p¥idavek amoniaku do kultivadniho média, Amoniak zvys{ pH, je ihned zneutralizo-
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vén. smdsnjm roztokem a koncentrace octanu amonného v médiu je obnovena, Velikost davky
amoniaku musi odpovidat ¥4dané koncentraci octanu amonného v médiu, Mi-li byt napiiklad
ne jvy$3{ koncentrace octanu amonného v médiu 1 g/1, nesmi byt piidavek 20 %ni &pavkové

vody v&t3i neZ 1 ml na litr kultivadniho média.

Zpisob davkovani substrédtu a minerdlnich Zivin podle vyndlezu umo¥nuje pri kultivaci
mikroorganismi udrZet koncentraci Kyseliny octové v -optimiinim fozmezi a spolu se substri-
tem dAvkovat umirnd rdstu biomasy i minerdlni Ziviny. P¥i pouZiti reguladniho pH-metru lze
postup davkovani zautomatizovat, Systém didvkovéni podle vyndlezu miZe byt poﬁéit nejen pii
kontinudlnim péstovani mikroorganismi, ale i p#i jednordzovjch piitokovych kultivaecich,
p¥i kterych zajisfuje pr¥idavky #ivin odpovidajici stoupajicim priristkim biomasy a plné
nahrazuje sloZité programové divkovani. Postup je vysvdétlen, nikoli viak omezen, nasledu=
jicim pfikladém;

Priklad

V laboratornim sklen¥ném fermentoru s uZitednym obsahem 15 1, opat¥eném samonasiva-
cim michadlem a usmérnovacim difuzorem, byla provedena jednordzové piitokovad kultivaceA
kvasinky Candida utilis CCY 29~-38-6U4 na kyselin¥& octové, Aeraéni podminky ve fermentoru
- Jsou charakterizovény hodnotou VVM 0,73 a sifiditanovym &islem 210 mmol 02/1.h. Fermentor
je opat¥en automatickou regulaci teploty a pH. Kultivace byla vedena pii teploté& 33 ° a

pH se upravovalo na 4,0,

P¥ed zahdjenim kultivace se do fermentoru napustila voda, pridalo se inokulum odpo-
vidajici 30 g kvasni®né sudiny, 15 g octanu amonného a pH se upravilo na 4,0, Poddtedndi

objem kultivadniho média byl 15 1,

Substrat a minerAlni Ziviny se v prtbdhu kultivace ddvkovaly do média ve form& smés~
ného roztoku reguladnim pHemetrem pPi vzestupu pH nad urdenou hodnotu 4,0, Sm&sny roztok
pro predpoklédany piirtistek 150 g kvasni&né sudiny obsahoval 383 g kyseliny octové (98 %

CH,COOH), 10,1 g kyselého fosfore&nanu draselného (52,1 % P,04; 34,6 % Kao), 3,6 g siranu

3
hoYednatého heptahydrdtu (16,3 % Mg0) a 63 ml &pavkevé vody (20 % NH3). Skladba sm3sného
roztoku byla vypod&iténa za piredpokladu, Ze se dosdhne vyt&Znostniho koeficientu 0,4 g/s
a Ze sudina biomasy bude obsahovat 9,5 % N, 3,5 % P205, 2,3 % K,0 a 0,4 % MgO, Minerdlni
Ziviny se pded smichénim s kyselinou rozpustily ve 100 ml vody., Amoniaku se do smdsného

roztoku piidalo jen 80 % z vypodtené 'spotFeby,

Pti zpomaleni rastu kvasinek zpisobeném nizkou koncentraci substritu se do kultivad-
niho média davkovala Jdpavkova voda, Davkovani amoniaku zajisfoval Sasovy prvek piipojeny-
na vyvod z pH=metru k davkovadi kyseldho smdsného roztoku, a to p¥i prodlouZeni Casového
intervalu mezi davkami sm&sného roztoku z obvyklych 1 -~ 2 minut na 3 minuty, Jedna davka
&pavkové vody byla asi 10 ml, V prib&hu sedmihodinové kultivace byl amoniak piidédn do mé=-

dia dvakrdt, a to mezi 2, a 3, a mezi 5, a 6, hodinou,

P#i kultivaci bylo dosaZeno prirGstku 153 g kvasnidné sudiny, coZ odpovidd vytdZnost=

nimu koeficientu 0,408 g/g.



202 379
V tabulce 1 je zachycen prib¥h obsahu kyseliny octové a amonného dusiku v médiu,; kte=

ry svdddi{ o tom, %e se pii kultivaci koncentrace octanu amonndho v médiu udriovala Vv roze

mez{ 200 aZ 1200 mg/l,

Tabulka
hodina kultivace Kyselina octové Amonny N v médiu
v médiu mg/1 mg/1
4] 790 180
1 4ho 105
2 205 50
3 905 210
b 510 120 )
5 220 55
6 850 200
7 his 100

piEDMET VYNALEZU

1. Zptusob dévk§véni substrdtu a minerdlnich %ivin p¥i aerobnich kultivacich mikroorganismt
na kyseling cotové za udrovédni pH kultiva¥niho média v urdeném rozmezi, vyznadeny tim,
%e se do kultivadniho média, obsahujiciho 0,1 a% 2 g/l, s v¥hodou 0,3 a% 1 g/1, octanu
amonného, divkuje pil vzestupu pH nad horni mez urdeného rozmezi smdsny roztok kyseliny
octové, kyselého fosforednanu draselného, siranu hoireénatého, amoniaku a p¥ipadnd i
dalsich Zivin a Ze se pf'i zpomaleni ristu mikroorganismi do kultivadniho média piidavé

amoniak,

2, Zpisob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze sm&sny roztok obsahuje jen 80 aZ 90 % amoniaku

z vypo&tendho mnoZstvi, zajisfujiciho Ziveni mikroorganismi dusikem,

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, Cena: 240 K¢s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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