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l. Stidium inhibitorov v hydrolyzatoch

Fermentacny priemysel pri produkcii mikrobidlnych
bielkovin sa orientuje na nové netradiéné suroviny a
snaZi sa tieZ vyuZivat suroviny odpadného charakteru.
Potenciondlne dostupnymi surovinami, ktoré by spliiali
tieto kritérid, sd hydrolyzaty a predhydrolyzdty ligno-
celul6zového odpadu, odpad z vyroby celulézy alkalic-
kym spdsobom a hydrolyzdty exkrementov zo Zivo&ii-
nej vyroby. SnaZi sa takto riesit otdzku nedostatku kfm-
nych bielkovin a zdroveil i otdzku likviddc'e odpadu,
ktory zataZuje Zivotné prostredie.

Mikrobiologické spracovanie odpadov [vedIajSich su-
rovin) obsahujicich lignocelulézovy materidl je moZné
viacerymi spdsobmi:

a) enzymatickd hydrolyza s nasledovnymi kultivdciami
alebo fermentaciami,

b) vyroba zmesného krmiva kultivdciou celulolytic-
k¢¥ch mikroorganizmov samotnych alebo v zmesi s iny-
mi,

¢) kysla hydrolyza a kultivdcia rozliénych mikroorga-
nizmov.

Posledny postup je najroziireneji (ZSSR) a okrem
dreva, slamy ap. sa odsktSal aj na odpadoch ZivoGiinej
vyroby.

Pri hydrolyze Ilignocelul6zovych materidlov vznika
pestra paleta latok, ktoré inhibi€ne pésobia na rast pro-
duk€nej kultdry. Sd to predovietkym fural, hydroxime-
tylfural, prchavé mastné kyseliny, 14tky koloidného cha-
rakteru a soli faZkych kovov.

V naSej praci sme sa zaoberali predovietkym kyslym
hydrolyzatom prasaCich exkrementov. Pri pokusoch
o produkciu biomasy na tomto substrate kvasinkovit§-
mi mikroorganizmami sme narazili na viaceré taZkosti.
Ukézalo sa, Ze za beZnfych kultivaénych podmienok nie
je moZnd produkcia SCP Ziadnou zo sktmanfch kultar
bez riedenia hydrolyzatu alebo bez jeho tdpravy aktiv-
nym uhlim. Zistili sme, Ze doddvané hydrolyzaty velmi
kolisali v analytick§ch hodnotach, o znafne ovplyviio-
valo rast kultdr. NavySe po tprave hydrolyzdtu aktiv-
nym uhlim rast kultir Candida sp. bol pomerne dobry,
ule v tantiku za neaseptickych podmienok dochadzala
ku silnej kontaminédcii baktériami aj pri udrZiavani
pH 4.5.

Na$im cielom bolo ziskat vhodnd kultiru pre rast na
hydrolyzatoch prasacich exkrementov, zistif vhodné kul-
tivatné podmienky na tomto substrdte a preskimat in-
hibi€ny G€inok hydrolyzatov na kvasinky i na baktérie.
Pre neitandardnost hydrolyzovaného materidlu testova-
nie sme robili na modelovych pddach. Z moZnych inhi
bitorov sme testovali kyselinu mravtiu, kyselinu pro
pionovi a fural. Inhibi€ény dfinok sme vyjadrili dlZkou
lag fazy a priemernou Specifickou rastovou rjchlosfou
v logaritmickej fdze. Orientadne sme ski%ali i rast nami
izolovanej kultdry na inych druhoch hydrolyzéatov ligno
celuléznvého materialu.

EXPERIMENTALNA CAST
Materiil a metody
Mikroorganizmy

V prvej etape prace sme testovali niekolko kultir
kvas'nick, prevaZne rodu Candida, zo zbierky Chemic-
keého astavu SAV. Rdstli v3ak len na zriedenych hydro-
lyzdtoch alebo upravenych aktivnym uhlim a viicSina

z nich po niekolkondsobnom preotkovani na tomto sub-
strate stratila schopnost rastu na Hom.

Candida tropicalis 78 — bola nami ziskana nahroma-
dovacou metédou [1] a identifikovand na CHU SAV.
U tejto kultary sme zistili, Z8 m4a trvala schopnost rastu
i na hydrolyzdtoch bez odstranenia inhibitorov, pritom
rychlost rastu je vy33ia pri pH 6 neZ pri pH4,5. Pri pH 6
i za neaseptickfch podmienok bola pozorovana len
velmi nizka bakteridlna kontaminécia.

Bakteridlne kmene pochadzali jednak zo zbierky ka-
tedry a tieZ niektoré boli nami izolované z hydrolyzato-
vych a modelovych péd.

B-III — tyCinkova bakteridlna kultira bliZ3ie neurce-
nd, bola ziskana ako kontaminant modelovej pddy. Po
predbeznych testoch bola vybrana ako modelovd bakte-
ridlna kultara.

Kvasinky boli udrfiavané na sladinkovom agare a
baktérie na misopepténovom agare.
Pédy

Kysly hydrolyzdt prasacich exkrementov pochadzal

z pokusnej poloprevddzky Velkovykrmni v Bilove a bol
doddvany bez neutralizacie.

ZloZenie hydrolyzdtu:

sudina: pred dpravou 58,1 gl1-1

po uprave 348 g.1-1
redukujice latky 154 g.1-1
dusik 11,7 g.1-1
fosfor 1,0gi-1

Uprava hydrolyzdtu

Hydrolyzat sa zahreie na 80°C a neutralizuje sa
s Ca(OH), alebo NaOH na pH 4,5 alebo pH 6 a prefiltru-
je sa. Pri uprave aktivhym uhlim sa prida aktivne uhlie
a zahreje sa na 80°C po dobu 30 mindt a prefiltruje sa.

Modelovd pida

Mineralna DMA pdda podla PIRTA [2]:
10 g.1-! gluk6za,
15 g.1-1 arabinéza,
4 U obj. kvasnitny hydrolyzat,
pH 4.5 alebo pH 6.

Priprava kvasniéného hydroluzdtu

50 g pekarskeho droZdia doplni sa do 250ml s 3%
H,;50, . Hydrolyzuje sa 10 minat pri 120°C. Potom sa
neutralizuje s NaOH, prefiltruje a sterilizuje.

Inhibitory

Kyselina mravCia [KM], kyselina propionova (KP] a
fural |F) v koncentrdcidch uvedenjch pri jednotlivych
pokusoch.

Inhibiény G€inok sme vyjadrili dlZkou lag fdzy rastu
31, priemernou 3pecifickou rastovou rychlostou u —
napriek tomu, Ze v niektorych pripadoch sa rast mikro
organizmov dal dobre modelovat krivkou logistického
rastu [4], v nadichk pokusoch bolo moZné v prvej fast
rastu vyuZit exponencidlnu zavislost. TieZ v niektorych
pripadoch sme inhibiény d¢inok vyjadrili i vytaZkom
biomasy a pri pridavky inhibitora v logaritmickej faze
rastu i fdzou zdrZania rastu a priemernou 3Zpecifickou
rastovou rychlostou po faze zdrZania rastu.

Kultivdcia
Kult'vaéné pokusy sme robili v skimavkich s 5m)
pody na minitrepacke pri teplote 28 °C.
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Sledovana dlZka kultivdcie u C. tropicalis bola 60 ho-
din a u baktérii 26 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv inhibftorov sme sledovali od koncentracii
1.10-5 mol.l-! aZ 3.10-2mol1-? na baktérie i na kva
sinky. Inhibitory sme priddvali na zaCiatku rastu ako i
v logaritmickej faze. Vplyv sledovanych kyselin sa v niz-
%ich koncentraciach, a to jednotlivo ako i v kombina-
ciach, vyrazme neprejavil. Kombindcie vysokych kon-
centracii spésobili bud dplnd inhibiciu alebo znafné
predlZenie lag fazy.

Na zaklade vysledkov predbeZnych pokusov, vybrali
sme uréité koncentracie inhibitorov [pribliZue take ako
v hydrolyzatoch] a vplyv tychto sme sledovali nma mo-
delovych kultirach.

Tabulka 1. Vplyv inhibitorov na C. tropicalis 78 prida-
nyjch na zadiatku rastu

Inhibitory lag faza u Biomasa
[mmol.1~1] [h] [h—1] [el—]
KM KP F pH45 pH6 pH45 pHB pH45 pHE
0 0 B 4 4 010 013| 180 1,80
80 0 O 5 4 0,08 012| 126 1,60

0 12 0 6 4 008 0,12| 086 1,60

0 .0 32 37 17 008 009 048 086

o8 12 4 4 008 0,13 12 1,86

0 0 5] 16 16 0,11 0,13| 0.80 0,90
80 12 0O 11 4 0,10 012] 1,25 180
800 O 12 7 4 0,12 013| 180 1,80
B0 0 6 21 16 | 0,90 1,00

12 12 11 4 080 0,11 0B 1,60

0 12 B 28 17 | | 040 1,00

Tabulka 2. Vplyv inhibitorov na B-1II pridanjch na za-
diatku rastu

Inhibitory la~ faza | 7
[mmol.l-1] [h] ' [h—1]
KM KP F pH B pHE
0 0 0 4 [ 0,60
80 0 0 8 0,45
(1] 12 0 13 0,45
0 0 12 15 0,45
0 0 1.2 4 0,42
2 ) R | 6 14 0.40
80 ‘ 12 0 21 0,50
80 0 1.2 8 0,16
80 0 6 12 0,23
26 0 1.2 13 0,41
26 ] ] 16 0,45
80 12 1.2 23 051
80 12 6 33 0,29
80 ‘ 36 0 tplnd inhibicia |

7 vysledkov uvedenych v tabulke 1 vidiet, Ze vySsi
inhibiény tfinok sledovanych latok ua kvasinky je pri
pH 4,5 vyS3i neZ pri pH 6 a prejavuje sa najmi predlze-
nim lag fazy a tieZ vo vé&sine pripadov i zniZenou rych-
lostou rastu. Vplyv inhibitorov je vyraznejsi i na vytaZok
biomasy kvasiniek pri pH 4,5. Kyseliny i fural zniZuja v§-
taZky biomasy. i

U baktérii je vplyv testovanych latok pri pH6 velmi
vyrazny (tabulka 2] a prejavuje sa najma predlZenim
lag fdzy a tiez zniZenim S3pecifickej rastovej rychlosti.
VytaZky biomasy boli podstatne menej ovplyvnené v po-
rovnani s kvasinkami.

Velmi vyrazny afinok na predlZenie lag fazy bol na-

Tabulka 3. Vplyv inhibitorov na bakteridlne kmene pri-
danygch na zafiatku rastu

Inhibitory lag Fazd
[mmolll-] Mikroorganizmy 23 [hfl
KM KP F (] ]
80 ‘ 12 0 B. subt’lis (B]) iiplna inhibicia
80 | 12 0 B. subtilis (K] 14 0,10
80 | 12 0 P. fluorescens 23 D11
80 4 0 | P.ovalis 24 0,09
&80 12 5] B. subtilis (B} tplné inhibicia
80 12 6 B. subtilis {K) 45 0,06
80 12 6 P. fluorescens tplnda inhibicia
80 ‘ 12 3] P. ovalis 45 0,10
0 0 0 B. subtilis [B) 5 0,34
0 | 0 0 B. subtilis (K] 3 0,25
0 0 0 P. fluorescens 5 0.11
0 | 0 0 P. ovalis 10 0,18

Tabulka 4. Vplyv inhibitorov na C. tropicalis 78 prida-
nych v logaritmickej fdze rastu

Inhibitory Féaza zdr. rastu u
[mmol.l=1] [R] [h—1]
KM KE F pH45 pHB pH 4,5 pH 6
0 0 0 0 0 0,10 0,13
80 0 0 8 0 0,10 0,13
g 12 0 9 0 0,08 0,11
0 36 0 9 0 0,02 0,11
0 0 6 0 0 0,06 0,07
80 12 0 9 0 0,02 0,12
80 36 0 9 0 0,01 0,07
218 e ) 9 0 0,02 0,06

Tabulka 5. Vplyv inhibitorov na B-11I pridangch v loga-
ritmickej fdze rastu

Inhibitory Fdza zdr. rastu "
[mmol.l-1] [h] fh~1]
KM KP F pH 6 pHB
0 0 0 0 0,60
80 0 0 0 0,32
0 12 0 0 0.30
0 36 0 4 0,24
0 0 5] 0 0,28
g0 12 0 1 0,38
80 36 0 5 0,31
80 12 6 3 | 0,28

jmd u kombindc’e 80 mmoll-! kyseliny mravée] a 12
mmol.l1=1 kyseliny propionévej. Vplyv tejto kombindcie
inhibitorov sme sledovali i na iné zbierkové bakteridlne
kmene (tabulka 3) pri pH6.

Vplyv testovanej kombindcie inhibitorov bol velmi v§-
razny i na iné bakteridlne druhy. 5 pridavkom furalu
sa inhibiény ntinok podstatne zvys'l. Citlivost testova-
n¥ch mikroorganizmov na inhibitory bola rézna — v nie-
ktorych pripadoch deslo k tdplnej inhibicii rastu.

Po pridani testevanych inhibitorov v logaritmickej faze
rastu u kvasiniek (fabulka 4] boli pomerne velké rez-
diely afinku vsetkych sledovanych koncentrdcii inhibi-
torov vzhladom na sledované hodnoty pH, a to:

a] u pH 4,5 vyrazna faza zdrZania rastu,

b) zniZeni rastova rychlost — predovietkym u pH 45
Velmi vyrazny bol tiez vplyv kombinicie Kyseliny mrav-
tej a kyseliny prop’énovej na Specificki rastovd rjch-
lost pri pH 4,5. Podobne ako pri pridavku inhibitorov na
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zaCiatku rastu, boli i v pripade ich pridania v logar't-
mickej fdaze rastu ovplyvnené i hodnoty néarastu biomasy
pri pH 4,5. Pri pH6 bol tento vplyv na hodnoty biomasy
nepatrny.

U baktérii, ako to videt z tabulky 5, inhibitory predo-
vsetkym zniZovali Zpecif'ckd rastovi rychlost a len
v niektorych koncentrdcidch spdsobili i zdrZanie rastu.
Vplyv na narast biomasy bol nepatrny.
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Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze nami testované
inh’bitory maji zna¢ny podiel na rozdielnej rychlosti
rastu C. tropicalis 78 pri pH 4,5 a pH 6. Inhibiény adinok
kyselin a furalu je vy33i pri pH45 neZ pH6. T nizka
kontamindcia baktériami pri raste kvasinky za neasep-
tickych podmienok pri pH6 sa d4 vysvetlif ich afinkom
— znatne predlZena lag fdza a zniZena rastova rychlost
u bakteérii.

Kombindcie inhibitorov inhibiény efekt zvySuji. Kom-
bindcia 80 mmoll-1 kyseliny mravéej a 12 mmoll-1 ky-
selinv propiénovej sa ukazahla zvla%' vyhodna. Znaéne
predlZovala lag fdzu u baktérii, zatial o u C. tropica-
lis 78 pri pH6 la~taza nebola ovplyvnena. Tito kombi-
naciu by bolo moZné vyuZif i ako vhodnii ochranu proti
bakteridlnej kontaminécii.

MukpoGuonoruueckoe HCMOAL30BAHHE OTXOLOB CEIBCKOTO
xoasiictea 1. Hccaepoeanne uuruéutopos B THIPOJH3aTAX.
Jlourayepora, JI., Xaasma, JI. Ksac. npyM. 27, 1981, Ne 4,
crp. 90—92.

HMcenenopannsle MHCHOWTODH B 3HAUHTEJBHON CTENeHH
OK43BIBAIOT BJANAHNE HA DA3HYIO CKOPOCTL pocta C. tropica-
lis 78 npu pH 4,5 u pH 6. Toke HH3KYI0 KOHTAMHHALHIO
OAaKTePHAMH IPH PacTe APOMKIKEBOrO TDHOKA B HeacenTH-
TeCKHX yeaosuaX mpw pH 6 moxmso ob6bscuuts ux gefi-
CTBHEM 3HAYHTEJNBHO NPOJAJeHHAst Jar-basza ¥ HOHHKIKEH-
Hasl CROPOCTE pPOCTa HaKkTepHil.

KoMBunanuy HHrHOGHTOPOB TOBHIIANT HHTHGHPYIOLLHE
sppert. KomGuHanns 80 Hmom-l MypasbuHOf KHCIOTH
H 12 Hyoa ! NPONHOHOBOH KHCJIOTH OKazanach OCOGEHHO
BLITOAHOH. OHa 3HAYHTENBHO NPOJOTIKALA aar-asy GaxTe-
puil, satem 4TO B cayyae C. tropicalis 78 npu pH 6 aar-da-
3a Gbi1a Ge3 U3MEeHEHHHA. ITY KOMOHHALHIO MOIKHO GBLIO GLi
HCNOMb30BATh H KAK MOAXOLALLSe CPENCTBO IS 34UIHTH OT
04aKTepHalbHOH KOHTAMHHALLHY,

Longauerova, D. - Halama, D.: Microbiological Recovery
of Agricultural Waste. 1. Study of Inhibitors in Hydroiy-
sates. Kvas. priim., 27, 1981, No. 4, pp. 90—92.

The results obtained show, that the tested inhibitors
influence strongly growth rates at pH45 and 6 of
C. tropicalis 78. Low bacterial contamination of the yeast
growng under non aseptic conditions at pH 6 can be
explained by their action — cons‘derably prolonged laz
phase and reduced growth rate of bacteria.

Combinations of inhibitors enhance the inhibitory
effect. The combination of 80 mM formic acid and 12 mM
propionic acid has been shown as particularly advanta-
geous, It prolonged significantly the lag phase of bacte-
ria while the lag phase of S. tropicalis 78 was not in-
fluenced at pH6. This combination could be used as
suitable protection from bacterial contamination.

Lon-auergvd, D. - Halama, D.: Mikrobiologische Aus-
niitzung der landwirtschitlichen Abfille 1. Studinm der
Inhibitoren in Hydrolysaten. Kvas. prim., 27, 1981, No.
4, 8. 90—92.

Aus den erzielten Ergebnissen geht hervor, daf die
von den Autoren getesteten Inhibitoren einen markan-
ten Einfluf auf die Anderungen der Wachstumsge-
schwindigkeit der C. tropicalis 78 bei pH4,5 und pHB
haben. Auch d’e niedrige Kontamination durch Bakte-
rien bei dem Wachstum der Hefe bei nichtaseptischen
Bedingungen kann durch ihre Wirkung — die ziemlich
verldngerte Lag-Phase und verminderte Wachstums-
geschwindigkeit bei Bakterien — erkldrt werden.

Die Inhibitionswirkung wird durch d’e Kombination
der Inhibitoren erhoht. Als besonders vorteilhaft hat
sich die Kombination von 80 mmol.1-! Ameisensiure und
12 mmol.l-! Propionsiure erwiesen. Diese Kombination
verlanzerte betrdchtlich die Lag-Phase bei den Bakte-
rien, wogegen bei C. tropicalis 78 bei pH 6 die Lag-Phase
n'cht beeinflufft wurde. Die erwdhnte Kombination der
Inhibitoren kéinnte auch als geeigneter Schutz gegen
bakteriale Kontamination aus-eniitzt werden.



