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Zpdsob aerobni kultivace kvasinek na etanolu

Vynélez se tyké zplsobu aerobni kul-
tivace kvasinek na etanolu vedené za upra-
vovéni pH kultivadniho média na zvolenou
hodnotu a pFi udrfovédni koncentrace etano-
lu v médiu v pPedepsaném rozmezi s pouiie
tim modoviny jako zdroje dusiku a roztoku
hydroxydu draselného jako zdroje drasliku
pfidem? zdroj dusiku, fosforu, horidiku a
mikrobviogennich prvki se pfiddvd do médis
ve formé smésného roztoku.
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Vindlez se tfkd zplsobu aerobni kultivace kvasinek na etanolu a upravuje predevsim

sloZeni roztoku zdrojd prvkd, metodu jeho ddvkovéni do média a postup p¥i Upravé pH.

Postup pouZivany p¥i kultivaci kvasinek na syntetickém etanolu mé nékteré charskteris—
tické rysy, kterymi se odlisuje od kultivainich postupd na jinfch surovindeh. Kultivace Je
vedena na prineipu nutristatu, co% znamend, %e koncentrace gdroje uhliku i zdroji jinyeh
makro~ a mikrobiogennich prvkd v médiu se udrZuji v rozmezi hodnot, pFi kteryeh jesté& neni
rist kvasinek vyznamn¥ji brzddn. Kultivece, pii ni% neni rlst kvasinek limitovdn airoji bioe
gennich prvkid, se rychle dostdvd do limitu kysliku, ktery je Jednou z podminek pro dosaZeni
vysoké vyité¥inosti, MnoZetvi odpadnich vod z kultivadniho procesu se omezﬁje téméF plnou re-
cirkulaci odst¥ed¥ného média a temto postup si vynucuje takovou skladbu Zivin, p#i které
zistdvd v prokvadeném médiu jen minimdlni mnoistvi nevyuZitelnych iontli. Tyto poZadavky ee
splouji tim, %e se jako zdroj drasliku a fosforu poufivd kysely fosforse&nan draselny nebo
ekvivalentni mnoZstvi hydroxidu draselného a kyseliny fosfore&né. Mo¥noset dpravy pH a ddv-
kovéni zdroje dusiku se zaji¥fuje tak, %e se ve fermentujicim médiu udriuje urditd minimgl-
ni koncentrace siranu amonného. Rostouoi kvasinky spot¥ebovdvaji amonny iont, do média se
uvolfiuje kyselina sirovd a pokles pH se vyrovndvd pfidavkem amoniaku, ktery je soufasnd roz-
hodujicim zdrojem dusiku p¥i kultivaci. Udriovéni potFebmé koncentrace zdroje uhliku a p¥ie-
padné i jinfch biogennich prvki je pfedmétem celé #ady 8egkoslovenskyoh autorskych osvédie-
ni (A0 &, 158 954, 158 991, 164 315, 182 649, 179 554, 192 622),

Realizovatelnost popsaného postupu je do zra¥né miry zdvield na méinosti pouit jako
zdroj dusiku amoniak nebo Epavkovou vodu. P¥i nutnosti ndhrady amoniaku jinym zdrojem dusi-
ku se komplikuje regulace pH p¥l kultivaci a omezuje se mo¥nost vraceni odetied8ného média
do fermemtoru. Daldi mevyhodou postupu je to, Ze ze soli potFebnjch makro- a mikrobiogen~
nich prvki nelze pFipravit jediny Ziry roztok.

Tyto nevyhody odstranuje aerobni kultivece kvasinek na etanélu podle vyndlezu, vedend
ga upravovdni pH kultivaSnfho média na zvolenou hodnotu a pii udriovéni koanntrace etano=
lu v médiu v pFedepeaném rozmezi m&¥enym piidavkem etanolu, p¥i ni% se zdroj dusiku, fosfo-
ru, ho#&iku a mikrobiogennich prvkd ddvkuje do média ve formé emdsného vedniho roztoku, obe
sahujiciho modovinu, kyselinu fosforednou, hofednatou sil a soli mikrobiogennich prvkd,
pri¥em# mmoZstvi tohoto roztoku se ¥idi podle pridavku etanolu, a Ze se pH média udriuje
v urdeném rozmezi pFiddvdnim roztoku hydroxidu draselného slouiiciho zdroven jako zdroj
drasliku, ‘ |

Litr roztoku postafujiciho pro p¥irdstek 1 kg kvasni¥né susiny obsahuje napiiklad
210 g modoviny, 40 g kyseliny fo?foreéné 85 % hmotnostnich, 32 g Mgso4 « 7 Hy0, 0,5 g Znso4.
« 7 Hy0, 3,1 g CaCl . 2 Hy0, 1,2 g NaCl, 1,0 g FeCl, . 6 H,0, 0,02 g Cus0, . 5 H,0, 0,01 g
¥MnCl, . 4 Hy0 a dévkuje se do média p¥i piidavku 1,3 a¥ 1,4 kg abolutniho etanolu.

Roztok Zivin miZe mit i jinou koncentraci a podlemistnich podminek mﬁi§ obsahovat vite
%1 nebo menS{ pofet mikrobiogennich prvkd a to ve formd rdznych rozpustnycﬁ golf, Dllezité
je, aby pomdr sloiek roztoku ¥ivin odpovidal pom¥ru, v jakém jsou iivinj pot#ebtné pro tvore
bu blomasy. Objem ¥ivného roztoku v litrech V, odpovidajici pFi{davku 1 kg abuolﬁtniho etapolu,



se vypodte ze vzorce

Yx/8

B
kde Yx/s Je pFfedpoklddany vytéZnostni koeficient (g kvasnidné sudiny vytvoiené z 1 getano-

lu) a B je mnoZstvi biomasy v kg, které miZe vzniknout z 1 1itru roztoku Zivin.

PFi zplsobu kultivace kvasinek na etanolu podle vyndlezu se misto amoniaku jako zdroj
‘dusiku pouZivd molovina pfi zachovdni moZnosti jeédnoduché, pFevdind jednostranné, regulace
PH a bez omezeni miry recirkulace odstFedéného média., Dald{ vyhodou nového postupu je to,

Ze lze Ziviny vdetnd mikroprvkd p¥iddvat do média ve formd jedindho &irdho roztoku.

Zplsob kultivace podle vyndlezu je zndzorndn ndsledujicim p#ikladem.

P¥iklad 1

V laboratornim sklendném fermentoru o obsahu 30 1 a u%itedném plnéni 15 1 byla prove-
dena jednordzovd pritokovd kultivace kvasinky Candida utilis CCY 29 38 64. Fermentor je o=
pati¥en samonasdvecim michadlem a p#i vzdudndni 0,73 VVM je dosahovany prenos kysliku chae-

rakterizovdn sifiditanovym 8islem 200 mmol 05 17t h'l.

Poddtedni koncentrace inokula odpovidala 2 g . 171 kvasnidné susiny. V pribvdhu kulti-
vace se teplota automaticky udrZovala na 35 °C a pH se reguladnim pHe-metrem upravovalo na
hodnotu 4,0, P¥i poklesu pH pod zvolenou hodnotu dédvkoval pHemetr d6 média roztok hydroxi-
du draselného o koncentraci 300 g . 1-1 KOH, ve vyjime&nych p¥ipadech, kdy vystoupilo pH
nad urdenou hodnotu p¥iddval p¥istroj do fermentujici tekutiny roztok kyseliny sirové 20 %
hmotnostnich. Piistrojem Metrex DEL se koncentrace etanolu v médiu udrZfovala v rozmezi 0,8
af 1,2 g 1'1. P#istroj ovlddal dvojcestné peristaltické Zerpadlo, kterym se pro udrieni
pfedepsaného rozmezi koncentrace etanolu do média piiddval symteticky 1fh obsahujici 90,4 %
objemovych etanolu, tj. 714 g etanolu v litru. TymZ Serpadlem se soudasné druhou hadidkou
ddvkoval do fermentujiciho média roztok ¥ivin obsahujici v litru: 105 g modoviny, 20 g ky-
seliny fosfore&né 85 % hmotnostnich, 16 g MgsO4 « 7 Hy0, 1,55 g CaCl, « 2 H,0, 0,6 g NaCl,
0,25 g ZnSO4 e 7 H20, 0,5 g FeCl3 . 6 H20, 0,01 g CuSO4 « 5 HZO’ 0,05 g MnCl2 « 4 Hy0.

PFi této koncentraci Zivin stadi roztok pro produkei 0,5 kg kvasniZné suSiny. Pomér

p¥idavku syntetického lihu a ddvky roztoku #ivin 1 : 1 odpovid4 pfedpokladu, %e se dosdhne
vytéZnostniho koeficientu 0,7.

Kultivace trvala 5 hodin a v jejim pribdhu se apot¥ebovalo 520 ml syntetického lihu,
coZ odpovidd 371 g absolutniho etanolu a 525 ml roaztoku Zivin. Sisty pFirletek kvasnidné
sudiny byl 269 g a odpovidd vyt¥Znostnimu koeficientu 0,725, Na dpravu pH ase spot¥ebovalo
30 ml roztoku KOH, co¥ odpovidd spot¥ebvd 33,5 g KOH na 1 kg kvasnidné sudiny. Roztoku kyse-

liny sirové se spotiekovaly jen 3 ml pro Vipravu pH média ma pod4tku a na konei kultivace.

Vypdetované kvasinky obsahovaly v su¥ind 8,45 % celkového dusiku tj. 52,8 % dusikatyjah
ldtek, 6,8 % nukleovych kyselin, 46 % Sistych bilkovim & 7,2 % popela.
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PREEDMET vyYNALEzZU

Zpleob serobni kultivace kvasinek ma etanolu vedené za upravovdnf pH kultivadniho mé-
dia na zvolenou hodnotu a p¥i udriovdani koncentrace etanclu v médiu v pfedepsaném rozmesi
méFenym piidavkem etanolu, vyznadeny tim, Ze se zdroj dusiku, foaforu, ho¥#iku a mikrobioe
gennich prvkd ddvkuje do média ve form$ emdsného vodnfho roztoku, obsahujiciho modovinu,
kymelinu fosforeimou, horednatou sil a soli mikrobiogennich prvkl, pFifem? mnoZetvi tohoto
roztoku se ¥id{ podle pFidavku etanolu, a %e se pH média udriuje v urfeném rozmezi pridévé-
nim roztoku hydroxidu draselného slouziciho zdroven jako zdroj drasliku, ‘
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