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1. Ovod

Vyzkum vyuZiti uhelné hmoty jako zdroje uhliku a
energie pro riist mikroorganismia byl zahdjen na po&at-
ku stoleti. Nejprve byly kondny pokusy pfimého vyuZiti
rozemletého uhli pFfiddvaného do Zivné pady [1—4].
PFimé vyuzZiti uhelné hmoty mikroorganismy je v3ak
omezeno nizkym obsahem pfimo asimilovatelnych latek,
coZ jsou neprouhelnéné zbytky ligninu a celulézy. Pro
mikrobiologické zpracovani je proto vyhodnd pFedb8Zna
diprava uhelné hmoty, kterou lze provést termicky, ex-
trakci nebo chemickymi &inidly.

Jednou z novéjSich metod ziskdvani rozpustnych orga-
nickych ldatek je oxidace uhelné hmoty ve vodném pro-
stfedi [5]. Tento zplsob pfipravy byl pouZit i v teto
praci. V produktech oxidace byly prokéazany fenoly a
jejich homology, kyseliny furankarbonové, nafteny, vy-
sokomolekularni alkoholy a ketony, dale kyselina mra-
venéi a fada aromatickych a alicyklickych uhlovodikii.
Ma-li se produktii oxidace vyuZit jako substrdtu pro
kultivaci mikroorganismi, je nutno uvaZovat i pFitom-
nost latek obtiZné asimilovatelnych a toxick¢ch. Proto
byla tato prdce zaméfena na ovéfeni schopnosti utiii-
zace oxidaénich produktid uhelné hmoty nékolika vybra-
nymi druhy baktérii.

2. Metodika
2.1 Tlakovd oxidace uhelné hmoty ve vodném prostfedi

K oxidaci byly zvoleny tfi druhy palivové méné& hod-
notnych uhelnych hmot, a to lignit z Vi3nové, uhelné
kaly a hnédé uhli Kapucin. Podminky oxidace: teplota
250°C, tlak 11,8 MPa, oxidaénim plynem byl vzduch o
pritoku 25 1.min—!, doba oxidace 8 min.

Z oxidacnich produktd byla pro kultivace pouZivana
pouze kapalnd féze. Oxidaci provadéla katedra koksa-
renstvi a plynarenstvi VSCHT Praha. ]

2.2 Pouzité mikroorganismy

K experimentiim byly pouZity tyto mikroorganismy:
Enterobacter cloacae CCM 2320, Bacillus megaterium
CCM 391, Bacillus cereus CCM 868, Paracoccus de-
nitrificans CCM- 982, Pseudomonas putida CCM 2702,
Pseudomonas indoloxidans CCM 283, a neindentifikovani
baktérie cylindrického tvaru, pohyblivd, morfologicky
odpovidajici koliformnim baktériim, izolovanad ze zaZi-
viaciho traktu termita Neotermes castaneous.

2.3 Kultivadni média

Kultivace probihala po zaofkovani ze Sikmého agaru
na médiu M-63. U kultur z ¢&s. sbirky mikroorganismi
bylo do inokulac¢niho i kultivacniho média pfFidano
0,01 % kvasnitného autolyzdtu. U baktérie izolované
z termita nebyl pridavan kvasniény autolyzat.

|

2.4 Aparatura

Kultivovalo se ve fermentoru [6] s pracovnim obje-
mem 1500 ml pfi konstantni teplotd 30°C, pH 7,0 a
rychlosti pFenosu kysliku 200 mmol.1-! h-1
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2.5 Analytické metody

Buné&¢tnd sudina byla stanovovina gravimetricky. Po
odstfedéni po dobu 20 min pfi 6000 ot/min—! a dvojni-
sobném promyti se vzorek su$il 1 h pfi 70°C a 25 h
pFi 105 °C.

Volné tékavé kyseliny (TK) byly stanovovany pieha-
nénim vodni parou v Parnasov&-Wagnerové pfistroji a
vysledky vztaZeny na kyselinu octovou [7].

Chemicka spotfeba kysliku (CHSK) byla stanovovéna
dvojchromanem draselnym [8].

3. Vysledky a diskuse

3.1 OvéFeni ristu vybrangch bakteridlnich kmeni

Na obr. 1 je uvedeno porovndni pfiriistk@i buné&&né su-
3iny u jednotlivych- pouZitych kultur na oxidaénich pro-
duktech z raznych druht uhelné hmoty. Podate¢ni kon-
centrace biomasy po inokulaci byla ve vSech pfipadech
2g.1-L Z vysledki je patrno, ¥e nejvy3iiho naristu
se dosdhne na hn&dém uhli Kapucin, témé&F u v3ech
pouzitych bakteridlnich kmeni.

Obrdzek 2 ukazuje ubytky v obsahu volnych t&kavych
kyselin, vznikajicich v prib&hu kultivace. Z porovnéni
obr. 1 a 2 vyplyva, Ze pouZité bakterialni kultury vyka-
zuji v podstat& chovéni tF¥i typd. Prvni typ vyuZiva k ruis-
tu tékavé kyseliny. Takto se chovd Pseudomonas indo-
loxidans a Enterobacter cloacae na lignitu a témeér
vSechny kultury na hnédém uhli Kapucin. Pfi kultivaci
kultur Bacillus megaterium, Bacillus cereus a Paracoccus
denitrificans na uhelnych kalech tékavych kyselin v mé
diu ubyvalo, av3ak koncentrace biomasy nevzristala.
Lze predpoklddat, Ze tyto kultury tékavé kyseliny utili-
zuji, ale ziskanou energii nevyuZivaji k rdstu (odpFa-
Zeni energetického metabolismu od riistu). Naopak kul-
tury Pseudomonas putida, Pseudomonas indoloxidans a
Enterobacter cloacae na uhelnych kalech vykazovaly na-
rist biomasy vé&tSi, neZ odpovidd Ubytku tékavych ky-
selin, tzn. zfejmeé vyuZivaly k ristu kromé té&kavych Kky-
selin i jinych latek, obsaZenych v oxidacnich produktech
[9]. Ze srovnadni s vysledky ziskanymi na lignitu, kde
se rozdil v utilizaci a oxidaci projevil u jinych kmeni
baktérii, lze predpoklddat, Ze sloZeni oxida&nich pro-
duktd lignitu a uhelnych kalli se pravdépodobné [isi
nejen kvantitativné, ale i kvalitativné. Pro¢ se pfednostné
neutilizuji t8kavé kyseliny, které jsou relativné dobfe
asimilovatelné [10] nelze na zdkladé provedenych po-
kusili vysvétlit. Lze pouze pFedpoklddat ,2e maly tlbytek
tékavych kyselin mlZe byt zplsoben bud inhibici jinymi
latkami obsaZenymi v oxida¢nich produktech uhelné
hmoty, nebo pravdépodobngji inhibi€énim ptisobenim me-
tabolickych produktt €i latek vzniklych biotransiormaci
v priibéhu kultivace. Tuto hypotézu podporuje zjiSténi,
Ze u kultur vykazujicich nérlist biomasy a malou spo-
tfebu tékavych kyselin byl obsah rozpuiténych organic-
kych latek v médiu vyjadreny jako CHSK na konci kul-
tivace vy3Si neZ pfi startu, a to tim vice, ¢im vé&tSi byl
pfirtistek biomasy.



KVASNY PRUMYSL

130 Utilisace oxidatnich produkti uhelné hmoty baktériem: ro¢. 23/1977 — cislo 6
bnd del kg . sl Hopocw Enlerobacter clogcos ; hnéde uhll’ Kopuci
ax =
i aX ax
/1] 27K M 8w
ar 40 I #5 - ; g}fff;}ﬁ O cHsw
lg/l]
N % 15 s B [- 1 -
2 %
1 % _
7% Z
%1% ]
71707 g 5+
wk BB wb g I
/ 21707 - oA
il Y
417 %1419
7128% % ,
21214 g %
1 212121715
s pdd B or %1% %1%
217|708% A
7121787 A AN 4
212|177 A
ol 7 4 9212517
LA A ¢ ___A | Aapaan
123456 1234567 1234 5867 .
Obr. 1. Prirlistky biomasy pri kultivacich: 1 — Pseudo-
monas putida, 2 — Pseudomonas indoloxidans, 2k ’
3 — Enterobacter cloacae, 4 — Bacillus megale- 2
rium, 5 — Bacillus cereus, 6 — Paracoccus de-
nitrificans, 7 — smésnd kultura FH
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Obr. 2. Ubytek volngch tékavych kyselin pri kultivacich:
1 — Pseudomonas putida, 2 — Pseudomonas in-
doloxidans, 3 — Enterobacter cloacae, 4 — Ba-
cillus megaterium, 5 — Bacillus cereus, 6 —
Paracoccus denitrificans, 7 — smésnd kultura

Smésna kultura vykazovala maly ndrtist suSiny a sou-
tasné vysoky ubytek té&kavych kyselin. To je pravde-
podobné zplisobeno spotfebou utilizovaného substritu
nerostoucimi mikroorganismy na ukor kultur rostoucich,
dale pak vznikem metabolickych produkti plsobicich
inhibi#n& na rostouci kultury a kromé toho je nutno
uvaZovat i vzajemné vztahy mezi mikroorganismy. Z vy-
sledkii této C4sti pokusi vyplynulo, Ze nejlépe z testo-
vanych kmeni roste Enterobacter cloacae.

PFi ristu vyuZivd nejvice tékavych kyselin a take
nejvice sniZuje obsah rozpusSténych organickych latek
v meédiu.

NejvyS5i obsah rozpuSténych organickych latek i te-
kavych kyselin byl zjistén v oxida¢nich produktech
lignitu. To je v souhlase se skutz€nosti, Ze mladsi druhy
uhli poskytuji pfi degradaci v&t35i mnoZstvi latek alifa-
tické povahy [11]. Pfesto vSak se nejvét3i nariast bio-
masy projevil u hné&dého uhli Kapucin a nikoli u lignitu,

mo, Ze inhibici aerobniho biologického zpracovani uhel-
nych hmot pisobi hlavng siFifitany a kyanidy [12], coZ
se projevuje hlavné prodlouZenim lag-faze. Je proto
zfejmé, Ze prestoZe nékteré druhy baktérii jsou schopné
vyuZivat k rhstu kromé tékavych kyselin i jiné lathky
z oxidatnich produktd uhelné hmoty, budou pfFirstky
biomasy vy33i v médiu s v&t3im pomérem TK/CHSK
vzhledem k pravdépodobné nizSimu obsahu uvedenych
inhibiénich latek.

3.2 Stanoveni optimdlni koncentrace oxidatnich produktii
v médiu z hlediska jejich vyuZiti k ristu a jejich bio-
logické degradace

Tato ¢ast prace byla zaméfena na stanoveni optimalni
koncentrace oxida&nich produktdi v médiu vzhledem
k riistu a naopak i vzhledem k odbourdni rozpusténych
organickych latek. ProtoZe od Zivného média byl pfri-
davdn téZ kvasni¢ény autolyzat, byl sledovan vliv zfed&ni
i pfidavku startéru (autolyzit) na utilizaci uhelné hmo-
ty. Vzhledem k vysledkiim ziskanym v prvni ¢asti prace
byly tyto pokusy provad&ny s kulturcu Enterobacter a
jako zdroj uhliku byly pouZity oxida¢ni produkty hné
dého uhli Kapucin. Vysledky jsou shrnuty na obr. 3.

V rozsahu koncentraci od 100 do 15 % oxidacnich
produktii v médiu je patrny pokles pFirfistku biomasy
ovlivnény obsahem Ilatek vyuZitzlnych k ristu bungk.
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Podobnou zévislost vykazuji také ubytky tdkavych Kky-
selin. PFi rfedénich vétSich neZ 50 % obj. byly t8kavé ky-
seliny v priib8hu kultivace zcela utilizovdny., Vyrazny
nartist biomasy se projevil zvlastd pri vy3Sich zieds-
nich, coZ lze pficitat efektu zFedani inhibitori ristu.

Pokles obsahu rozpusténych organickych latek na kon-
ci kultivace byl téX vyrazné zavisly na koncentraci
oxidaénich produktdi v médiu. U nefed&nych oxidaénich
produktii poklesla hodnota CHSK o 20 %, p¥i zFedén
do 50 % byl pokles CHSK v rozsihu 35 aZ 40 % a pii
zfed&ni vétSim neZ 50 % bylo odbourdno 90 aZ 95 %
pivodniho obsahu rozpu$ténych organickych latek. Je
zajimavé, Ze ve vSech pfripadech byl prabéh poklesn
CHSK v priab&hu kultivace spojity bez vychylek.

Z vysledkli této série pokust vyplyva, Ze pro ziskani
maximdlniho pFiristku biomasy a soufasné se zFetelem
na spotfebu technologické vody je optimédlni koncen-
trace v rozsahu 25 aZ 30 % oxidadnich produkti v mé-
din. Pro dociSt&ni odpadni vody v3ak zbyva po kultivaci
odbourat je$ts asi 5% potatedni hodnoty CHSK, coZ je
600 aZ 900 mg Oy/1. Z hlediska biologické oxidace je
optimalni zFedé&ni v rozsahu 30 aZ? 40 % pivodni kon-
centrace oxida¢nich produktd v médiu.

Pro porovnani vztahu mezi G€innosti biologického od-
bourdni rozpuSténych organickych latek a jejich utili-
saci k narfistu biomasy byl proveden pokus se smésnou
kulturou. PFi pouZiti smésné kultury byl nariist biomasy
o 40 % ni¥si, dbytek tdkavych kyselin trojndsobnd vtsi
a odbourani organickych latek o 20 % lep3i v porovnini
s kulturou Enterobacter cloacas. Je tedy zfejmé, Ze pro
biologickou oxidaci je vyhodné&j$i pouZit smésnou kul-
turu.

3.3 Vliv zFed&ni inhibitori na rist biomasy a odbourcni
rozpusténgeh organickjch latek

V této Casti prdce byl sledovén vliv pouhého zredsaf
oxidactnich produktdi hn&dého uhli Kapucin [bez pFi-
davku rastovych latek — autolyzdtu). K pokusim bylo
pouZito kultury izolované ze zaZivaciho traktu Neotermes
castaneous. Rozsah koncentrace oxidacnich produktii
byl zvolen od 5 do 30 %. Na rozdil od pFedchozi série
pokusii nemé&ly pribé&hy CHSK a TK trvale sestupny cha-
rakter a vysledky jsou proto uvedeny v ¢asovych zi-
vislostech.

Obrdzek 4 ukazuje rastové kfivky pro jednotlivd zie
déni. Je zfejmé, Ze zfed&ni md vyznamny vliv na rist
bicmasy. Nariist biomasy se projevil v rozsahu koncen-
traci 5 aZ 20 %. V porovnani s vysledky predchozi sé-ie
pokusii byly v3ak prir@stky biomasy podstatné nizsi. Pii
koncentraci oxidagnich produktd nad 206 % jiZ ndrast
biomasy nenastal, zfejmé& vlivem vysoké koncentracs
inhibitort.

Zmeay v obsahu rozpusténych organickych latek v prii-
béhu kultivace jsou uvedeny na obr. 5. P¥i nizké koun-
centraci oxidacnich produktli v médiu (5 a 10 %)
vzriistala zpocdatku v lag-fizi vyraznd hodnota CHSK,
coZ lze vysvétlit biotransformaci substrdtu. K ristu po-
tom kultura vyuZivala produktii biotransformace [mimac
jiné i organickych kyselin), coZ vyplyva z nasledujiciho
poklesu hodnot CHSK a TK (obr. 5 a 6). P¥i fedéni 10%
se projevila anomdlie ve vysok:s koncentraci tékavych
kyselin obsaZenych v médiu. P¥i koncentraci 15 % pro-
bihal proces biotransformace jiZz daleko pomalgji, zfejmé
vlivem vySSi koncentrace inhibitori v médiu. P¥i dal$iin
zvySeni obsahu oxidatnich produkti v médiu je kon-
centrace inhibinich latek jiZ tak vysokd, Ze biotrans-
formace nastivd aZ? po dlouhé dohé adaptace a latky
vytvolené biotransformaci jsou pouze oxidovdny, aniZ by
se uvolnéna energie vyuZivala k rastu.
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Obr. 4. Vliv poddtedni koncentrace oxida&nich produktil
hnédého uhli Kapucin na pribéh ristové krivky
baktérie izolované z Neotermes castaneus
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Obr. 5. Zmény v obsahu rozpusténfjch organickych ldtek
pri kultivacich baktérie izolované z Neotermes
castaneus v médiu obsahujicim riizné poZdtecni
koncentrace oxidacnich produktd hnédého uhii
Kapucin
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Obr. 6. Zmény v obsahu volngeh tékavjeh kyselin pri
kultivacich baktérie izolované z Neotermes cas-
taneus v médiu obsahujicim rizné poédteéni kon-
centrace oxidaénich produktit hnédého uhli Ka-
pucin
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4. Zaver

Z vysledkn vyplyva, Ze jak z hlediska tvorby biomasy,
tak i biologického odbourani rozpudt&nych organickych
latek je vyhodn&j3i pouZit soutasné ziedéni a pridavku
startéru v porovnadni s pouhym zfed&nim. Pfidavek star-
téru [rastové latky) pisobi Céste¢n& potlaceni inhibice
tim, Ze umoZiiuje vznik metabolického bypassu [12].

Pii pouhém zfed&ni bez pridavku startéru probiha'a
utilizace substratu ve dvou fazich. Nejprve probihala
biotransformace piivodnich latek na latky utilizovatelné,
které poté byly vice &i méng vyuZivany k naristu. Toto
zjisténi souhlasi s literarnimi adaji o degradaci obtizné
utilizovatelnych substratii.
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nich produktii unhelné hmoty baktériemi. Kvas. prim.,
23, 1977, &. 6, s. 129—132.

Byla ovéfovana schopnost utilizace tfi druht oxidac-
nich produktii uhelné hmoty lignitu z Visiové, uhel-
nych kali a hnédého uhli Kapucin vybranymi druhv
baktérii. V prvé ¢asti bvly otestovdany pouZité bakteridlni
kmeny z hlediska rlstu a schopnosti biologického od-
bourani rozpusténych organickych latek. Byla stanovena
optimalni koncentrace oxidacnich produktii pro dosa-
Zeni maximélniho pfirGstku biomasy a naopak pro
udéinné biologické odbourdni se zfetelem na minimalni
spotfebu technologické vody nutné ke zifedéni. Byl téz
ovdfen vliv pFidavku startéru spolu se ziedénim inhi-
bi¢nich latek a porovndn s efektem pouhého ziedeni
pfitomnych inhibitortt na rtst a rychlost degradace or-
ganickych latek.

Mawa, H. — ®Pabuankosa, M. — [parp, B.: Hcnoavaosa-
HHe 6GaKTepHSAMH NPOAYKTOER OKHCJEHHS YroJbHOH Macchl.
Kgac. npym. 23, 1977, Ne 6, ctp. 129—132.

ABTOpEl M3Y4aJaH BO3MOKHOCTH MCNOJb30BAHHA HEKOTO-
pHIMH  BHIOPaHHLIMH  IITAMMAMH GakTepuii [POLYKTOB

OKHCJIEHHS TPEX PasHbIX COPTOB YIJisi, T. €. JHIHHTA H3 Wax-
Tl BulHbOBA, YroaeHOTO liama # fyporo yris copra Ka-
nyuud. B nepsbix azax paGoTr seiGpanuble WTAMMBL GaKTe-
pHil [TOJBEPTJIHCH HCNBITAHHAM 178 ONpeledeHHs HX CHOo-
COOHOCTH PA3MHOKATBCA M OHOJOCHYECKH pACIIENIATh
pacTBOpeHHLle OpraHuyeckue seuectsa. Dolia ycTanobaena
ONTHMA/bHAR KOHUEHTPAUMA NPOLYKTOB OKHCJIeHHsd, obec-
NeYHBAIONIAA MAKCHMAJbHBI BBIXOL OHOIOrHYECKOH Macchl
u 3 PeKTHBHVIO OHOJOrHUECKHIO AECTPYKIHIO MpH MHHH-
MAJBHOM pacxXoje BOIbl HYXKHOH A1 pasbasienns. Cpas-
HHBAJOCH BJAHAHME HA Da3MHOMeHHe OaKTepHH H CKOPOCTb
Pa3J0KeHUsi OpraHHuecKHX BeulecTs 100aBKM  3aKBACKH
H OJHOBPEMCHHOro pa3GaBieHHs HHIHOMPYIOLIHX COCTa-
BJSIOUIHX ¢ BJHSHHEM TaKoro pastasienns Oes 1004BKH 3a-
KBACKH.

Paca, |. - Fabiankova, M. - Grégr, V.: Utilization by Bac-
teria Oxidation Products of Coal Substance. Kvas. prim.
23, 1977, No. 6, pp. 129—132.

The authors have studied conditions under which se-
lected kinds of bacteria can utilize oxidation products
of the following coal substances: lignite from the Vis-
fiovd mine, coal slurry and ,Kapucin® brown coal. In
the first part of research works selected bacteria
strains were tested to ascertain their grow'h capa-
city and ability to degrade biologically dissolved organic
matter. The article deals further with a searching of
the optimum concentration of oxidation products giving
maximum growth yield as well as an efficient biological
degradation with minimum consumption of technological
water. Stimulative effects of the starter addition and
thinning of inhibiting components are compared with
effects of mere thinning upon the multiplication of
bacteria and degradation rate of organic matter.
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Es wurde bei ausgewiihlten Bakterienarten ihre Fahig-
keit verfolgt, drei Arten der Oxydationsprodukte der
Kohlensubstantz — Lignit aus Visiiovd, Kohlenschlamm
und Braunkohle Kapucin — auszuniitzen. In dem ersten
Abschnitt der Arbeit wurden die gepriften Bakterien-
stdimme auf Wachstum und Fidhigkeit des biologischen
Abbaus geloster organischer Substanzen gelestet. Es
wurde die Optimalkonzentration der Oxydationsprodukie
fiir die Erreichung des maximalen Biomassezuwachses
oder zum Gegenteil fiir den effektiven biologischen Ab-
bau mit Hinsicht auf den Minimalverbrauch des techno-
logischen Verdiinnungswassers bestimmt. Er wurde auch
der EinfluR der Starter-Zugabe kombiniert mit der Ver-
diinnung der Inhibitionssubstanzen erprobt und mit dem
Effekt der bloRen Verdiinnung der anwesenden Inhibi-
toren auf das Wachstum und die Geschwindigkeit der
Degradation der organischen Substanzen verglichen.



