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V truste VH] Liehovary a konzervarne (LIKO), Brati-
slava je v sacasnosti rozpracovanych niekolko biotech-
nol6gii. PredovSetkym sa jedna o kvasni¢né bielkoviny,
enzymy, kyselinu citrénovia a niektoré organické kyseliny
(k6jova, mlietna). Kyselina citréonova (KC) mé ‘medzi
tymito technol6giami vyznamné miesto. KC sa v Cesko-
slovensku ziskava uZ od r. 1924 fermenta¢nou cestou
z povrchovej fermentacie plesne Aspergillus niger. Tato
technolégia je v safasnosti uZ prekonand. Nastupuje
ovela progresivnejSia submerznd technol6gia. Svedé&i
o tom i ten fakt, Ze asi 80 % svetovej produkcie KC
je uZ zo submerzného procesu. Vo VU LIKO je rozpraco-
vand projektova priprava tzv. referen¢nej jednotky sub-
merznej fermentdacie KC o kapacite 1500 ton za rok
s objemom fermenta&nych nadob 150 m3 a 200 m3.

Prednosti submerznej fermetédcie oproti povrchovému
sp3sobu si predovietkym v moZnosti totdlneho nasade-
nia meracej a automatizacnej techniky. Komplexne mo-
nitorovany a riadeny proces je potom schopny davat
vidsie vytazky, vyssiu kvalitu, klesaji ndroky na ener-
giu a pracovné sily. V tomto procese plati ale i to,
7e bez nasadenia meracej a automatizaénej techniky je
optimdlne riadenie procesu prakticky nemoZné.

Pri realizacii referentnej jednotky KC sa vypracovanie
automatizovaného systému riadenia stalo jednou z kla-
¢ovgch tloh. Vo VO LIKO sme rozpracovali matematicky
model procesu. Pomocou matematického modelu sme sa
pokisili o simuldciu procesu a jeho optimalizaciu. Navrh
.hardware“ pre riadenie procesu vychadza zo simulécii
a spo¢iva v navrhu meranych a regulovanych miest.
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Analyza procesu

Analyzuje sa proces fermentacie vlaknitej mikrosko-
pickej pliesne Aspergillus niger na glycidovom substrate.
Fermentaénd produkcia KC sa z hladiska riadenia pro-
cesu €¢leni

— na pripravu zédkladného fermentac¢ného média s re-
dukovanym obsahcem stopovych prvkov a definovanou
koncentraciou améniovych a fosfatovych idnov; je to
prcces kontinuitng a dlohou ASRTP (automaticky systém
riadenia technologickych procesov) je stabilizdcia cha-
rakteristickych premennych veli¢in (pH, ORP — oxido-
-redukény potencidl), teploty, koncentrécie;

— pripravu vegetativneho inokula; za podmienok op-
timalneho mieSania a prevzdusnovania sterilnym vzdu-
chom sa v sterilnom médiu uskutoéiiuje prechod pro-
dukéného mikroorganizmu z pokojovej formy - konidio-
spir do formy morfologicky a biochemicky diferenco-
vanej — vlaknitych utvarov [(hyf), vytvarajacich pos-
tupne zloZité agregaty — pelety; proces je podmieio-
vany nielen parametrami fermentatného média (pH, ORP,
pO,, teplota, koncentrdcia Zivin, intenzita mie3ania
a aerdcie), ale aj (a to v rozhodujtcej miere) kvalitou

konidiosp®r. Z hladiska ASRTP ide o diskontinuitny
proces (batch proces) — optimalizujici sa na zdklade
morfologickych indikédcii rychlosti syntézy biomasy.

Vyslednym produktom je vegetativhe inokulum. Ino-
kuldcia fermentéra, v ktorom sa tento proces uskutetiiu-
je, inicializuje ¢asovi bézu procesu.

— produkénid fermentdciu — typicky dvojfdzovy pro-
ces, pri ktorom najprv pokracuje za podmienok defino-
vanych hodnotami pH, ORP, teploty, pO, a koncentracii
glycidéov, améniovych a fosfatovych i6nov, biosyntéza my-
célia vo forme peliet, pricom sa optimalizuje rychlost
narastu biomasy korekénymi pridavkami roztokov latok
korigujicich priebehy pH, ORP (oxido-redukény poten-
cial), pO;, pNH;, a P,0s. Pritom sa trvale monitoruje
hodnota rychlosti spotreby kyslika (OUR), rychlosti
produkcie oxidu uhli¢itého (CRP) a koncentrdcie gly-
cidového substrdtu $; z adajov sa na zdklade bilanénych
vztahov uruje aktudlna koncentrdcia biomasy X.

Syntéza matematického modelu

I ked sia rozdiely v ndzoroch na kvantitativne vyjadre-
nie podielu jednotlivgch vetiev metabolizmu a mecha-
nizmus reguldcie kIa¢ovych alosterickych enzymov, moz-
no z biochemického hladiska formulovaft tieto zdkladne
aspekty modelu.

1. ovplyviiovanie toku intermedidtov premeny glycidu
cez glykolytickd drdhu s alosterickym enzymom fosfc-
fruktokindzou, sltZiacou ako zdroj C; a C, prekurzorov
syntézy citrdtu a cez pentézofosfatovy cyklus, produku-
jaci prekurzory DNA a RNA, latok podmiefiujicich vzrast
biomasy; vyrazne sa tu prejavuje efekt i6nov Mn2+;

2. spédtnovdzbova kontrola fosfofruktokinazy citrétom
a ATP (negativna), POs—3; NH4+ a c-AMP (pozitivna);

3. necitlivost pyruvatkarboxyldzového komplexu na
vy33iu koncentrdciu acetyl-KoA Wood- Werkmanovou
reakciou;

4. podkovovitd forma Krebsovho cyklu v désledku
regresie aktivity 2-oxoglutaratdehydrogendzy nedostat-
kom Mn2+ i6nov.

Inymi slovami povedané, pokial je vo fermentaénom
médiu k dispozicii dostatok i6nov Mn?+, Cu?+ a Fe2+
ako aj NH4* a PO43—, prebieha syntéza biomasy a aktiv-
ne pracuji pentézovy cyklus a glukézooxidazy; pH roz-
toku klesa v dosledku spotreby NHs+ (uvoliiuje sa zo
solf H»S04, HNO3) a produkcie kyseliny gluk6novej.

Akordhle sa Ziviny (najméd NHs+) prakticky vyderpaja
aktivita pent6zofosfdtového cyklu klesd na minimum a
limituje sa biosyntéza prekurzorov rastu a tvorba hmoty
je vyvoland akumulédciou glycidu (lipidy, chitin). Sué&as-
ne v3ak intraceluldrny poolovy NHs+ alebo PO43- spolu
s c-AMP vprekondva negativne alosterické ovplyvnenie
aktivity fosfofruktokinazy, €o vedie k nadprodukcii
pyruvatu a tym aj oxalacetdtu. Vysoka koncentrécia ace-
tyl-KoA a oxalacetdtu dovoluje naplno vyuZif kapacitu
citrdtsyntetdzy, ale vo vratnej reakcii aj malatdehy
drogendzy a tak sa ustdlia rovnovdZne koncentrécie

intermedidtov Krebsovho cyklu a dbjde k modifikacii
mitochondridlnej a bunkovej membrény, vedicej k sekré-
cii kyseliny citronovej do média.

Pokles pH v dosledku sekrécie KC do média spdsobi
pokles aj vnitrobunkového pH, citlivo reaguji enz§my
cytoplazmy — najmé systém pyruvatkarboxylazy a rych-
lost sekrécie KC klesa. Sacasne sa v3ak inhibuje izo-
citrdtovd dehydrogendza a kyselina citrénova sa dalej
neodbirava. Nizke hodnoty pH samozrejme ovplyviiuja
aj rovnovaznu koncentrdciu rozpustného CO2 a tym opét
priebeh Wood-Werkmanovej fixdcie CO» pyruvatkarboxy-
lazovym komplexom.

Uvedené skutotnosti nemdZe postihnit jednoduchy mo-
del, a preto treba pouZift model segregacny, kde sa
uplatni diferencidcia napr. z fyziologického hladiska,
ktortd uplatiiujeme aj v naSom pripade.

Bunky s vyraznou reprodukénou aktivitou (rastové
bunky) sa premienaji na produkéné bunky v podmien-
kach deficitu dusika; av3ak v désledku spojenia buniek
do hyf je moZné prudenie metabolitov v mycéliu a bez
pridavku amoniovych ibnov by sa rychlo podstatna &ast
zmenila na pokojovii — deaktivovanii formu, netvoriacu
kyselinu citrénovi, ale hromadiacu zédsobné latky. Toto
cdstrafiujeme bud kontinudlnym pritokom N-zdroja, alebo
jeho jednordzovymi davkami.

Matematicky model predstavuje stastava diferencial-
nych rovnic 1—7 s radom experimentdlne zistovanych
kenstdnt a parametrov
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Xp si rastové bunky,
Xc — produkéné bunky,
Xg — deaktivované bunky,

N — dusik,
S — glycid,
P — kyselina citrnova,

un — Specifickd rastova rychlost pre rastova fazu,

uc — 3pecifickd rastovd rychlost pre produkénid fazu,
Ki — rychlost transforméacie Xp na X,

kq — rychlost deaktivacie,

v — korekény faktor na konc. KC v médiu,

« — konStanta (stvisiaca) s hodnotou pH,

Y, — vytazkovy koeficient pre rastové bunky,

8 — koeficient produkénej aktivity mikroorganizmu,
¢s — koncentracia glycidu v pritoku,

cx — koncentracia dusika v pritoku,

Yy — vytazkovy koeficient pre produkéné bunky,
Y, — vytaZkovy koeficient pre KC,

Yn — vytaZkovy koeficient pre dusik,

Fn — pritokové rychlost dusikatého zdroja,

Fs — pritokovéa rychlost glycidového zdroja.

Pri identifikacii konstant a parametrov modelu sa v§-
hodne uplatnila vypocttova technika, konkrétne zostava
potitata Olivetti M20. Pre tieto afely sa vytvoril regres-
ny program, ktory interpretoval trajekt6rie jednotlivych
parametrov ako polyndmy. Dal3fmi numericko-matema-
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tickymi operdciami sme ziskali hodnoty pre vypocty uve-
denych konstant.

Ziskané parametre a matematicky model procesu do
volili vytvorif simulaény program — mimoriadne cenni
pomdcku pre analyzu procesu z hladiska ndvrhu hard-
ware ARSTP.

Simulécia procesun

Matematicky model ndm umoZnil vykonaf dokladnd
analyzu procesu. Ukédzalo sa, Ze kritickd — regulatna
koncentrdcia dusika v médiu je v okoli 0,1g.1-% Pri
tejto koncentrécii nastava transformécia rastovych bu-
niek na produkéné. Plati v3ak, Ze rychlost produkcie
KC produkénymi bunkami uZ nie je spdtne ovplyvnena
koncentrdciou dusika v médiu. Na zdklade matematic-
kého modelu sme sa pokusili o simuldciu optiméalneho
davkovania N-zdroja.

Z obr. 1, ktory predstavuje batch experiment, vidime,
%e koncentricia biomasy dosiahne po 25. hodine ¥
vyslednej koncentrécie. Po€as dalSich 120 hodin fermen-
tdcie sa zna&né percento biomasy deaktivuje a sufasne
kles4 koncentrdcia produk&éngch buniek (obr. 2). Snahou
bolo zlep3it tieto pomery. Na obr. 3 je priebeh experi-
mentu s kontinudlnym pritokom dusikatého zdroja. Do
média bolo v 0-tej hodine pridané 2/; celkového dusika
a potom v priebehu 40—110 hodin bol rovnomerne pri-
tokovany zbytok — !/, dusikatého zdroja. Na obr. 4 je
vidno zlepSenie pomerov v zloZeni biomasy. Koncentracia
produkénych buniek bola udrZiavana na vy33ich a stale
rasticich hodnotach, kym koncentrdcia deaktivovanych
buniek nedosiahla také hodnoty ako na obr. 2. Na zdKla-
de tohto experimentu sme zistili i zdvaZny fakt, Ze kon-
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Obr. 1. Priebehy koncentrécii biomasy, KC, dusika, gly-
cidov v experimente realizovanom bez pritoku
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Obr. 2. Modelové priebehy rastovej

biomasy-Xp,
produkénej biomasy X., deaktivovanej biomasy-
-Xq4 v experimente bez pritoku dusika
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Obr. 3. Krivky biomasy, KC, dusika, glycidov v experi-

mente s kontinudlngm pritokom dusikatého
zdroja
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Obr. 4. Modelové priebehy Xp, Xc, Xq v experimente
s kontinudlnym pritokom dusikatého zdroja

davky N; pH=2,5 model
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Obr. 5. Krivky biomasy, KC, dusika, glycidov v experi-

mente s ddvkami dusika — tri miesta dévok
st evidentné z grafu

centraciu N-zdroja nie je potrebné udrZiavat na urcitej
kritickej koncentracii vzhladom k produkcii kyseliny
citrébnovej. T4 tast biomasy, ktord sa pretransformuje
za limitu dusika na produk&né bunky, je schopna extra-
celularnej produkcie KC i za podmienok dal3ej zvy3enej
koncentrédcie dusika v médiu.

Pomocou matematického modelu bol spracovany mode-
lov§ experiment s nasledujicimi davkami N-zdroja:
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0-hodin — 02g.1-), 40-hodin — 0,12g.1-!, 55-hodin
— 0,13 g.1-1, 80-hodin — 0,25 g.1-1. Modelové priebehy
sii na obr. 5 a 6. Tieto podmienky si najoptimdlnejSie
z hladiska zloZenia biomasy i z hladiska vytaZnosti pro-
cesu na KC.
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Obr. 6. Modelové priebehy Xp, X¢, X4 v experimente

s ddvkami dusikatého zdroja

On-line riadenie fermentéacie

Po zisteni citlivosti procesu na regulagné zésahy bolo
moZné pristipit k navrhu hardware a software riadiace-
ho systému. Struktira hardware je schematicky zndzorne-
nd na obr. 7. Programové vybavenie sa skladd z podpro-
gramu pre meranie a $tatistické vyhodnotenie snimangch
idajov, v§pottu sekundarnych ddajov (vytazkové koefi-
cienty, prestupové koeficienty, Specifickej rastovej rych-
losti), spracovanie v riadiacom algoritme, resp. v mate-
matickom modeli a riadiacich prikazoch pre akéné ¢leny.

Zvlast vyznamné je meranie okamZitych hodnét CPR
a OUR a z nich poéitany respiratny kvocient RQ. Medzi
CPR (rychlost produkcie oxidu uhli¢itého) a koncentréa-
ciou biomasy plati v ur€itom pribliZeni linedrny vztah.
Na zaklade experimentalne urenej hodnoty vytazkového
koeficientu pre produkciu CO; vzhladom na tvorbu bio-
masy — Yx/co, sa vyrdta koncentrdcia biomasy a od-
hadne sa rastova rychlostf. Potom sa z vysledkov plyno-
vej analyzy vykonda test, v akej fdze sa systém nachadza
(rast-produkcia). Hodnota koncentrdcie biomasy sa tes-
tuje vzhladom k predeterminovanej hodnote, ktori ma
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Obr. 7. Struktara hardware on-line fermentécie

proces dosiahnuf. Ak&ny zésah predstavuje velkost dav-
ky dusikatého zdroja, resp. nastavenie rychlosti pritoku
dusikatého zdroja.

Z hladiska reguldcie procesu v priemyselnych pod-
mienkach bude ak&nych zésahov viac. Okrem davok
¢inidiel na dpravu pH a odpefiovadla to bude tieZ pri-
tokovanie glycidového substrdtu. Pritokovanie C-zdroja
ma viak vyznam predovietkym z hladiska dspory ener-
gie, jeho regulaény vyznam je zatial zanedbatelny.

Riadiaci potitatovy systém

Problematiku vySpecifikovania riadiaceho pocitatového
systému sme riesili vo VU LIKO v spolupréci s inZinier-
sko-dodavatelskym zdvodom Chepos Brno. Z hladiska
navrhu ASRTP vystupuje do popredia hardwarovo néro&na
tloha ovladania asi 300 ventilov v reZime sekvenéno-
-logického automatu pri priprave produkéného fermen-
tora (skudka hermeti¢nosti, sterilizdcia prézdneho fer-
mentora, plnenie fermentora zdkladnym médiom, dprava
parametrov zdkladného média pred inokuladciou a vlast-
né inokulécia.)

Boli vypracované dopyty u zahraniénych firiem Fox-
boro, Kent, OY-Rintekno a u GRW — Teltow (NDR]).
Po vyhodnoteni pontk bolo kon3tatované, Ze ponuky st
prili§ vysoké z hladiska ceny a popri tom zariadenie
je treba upravovaf na Specifické poZiadavky fermentac-
ného procesu KC. Vyrobcovia pontkaji zariadenie sice
vysoko spolahlivé a presné, ale s univerzdlnym pouZitim
(napr. petrochémia), €o zvy3uje jeho cenu. Na poniika-
nych zariadeniach by bolo napr. nutné dopracovat 3pe-
cidlne programové vybavenie.

Po analyze domaécich riadiacich systémov bolo konSta-
tované, Ze prave poZadované systémy logickych a
sekvenénych automatov doteraz nemé vacsina distribuova-
nych riadiacich systémov riadenych na bé&ze mikropro-
cesorov, ¢o bolo napokon rozhodujice pri volbe a jed-
nou z hlavnych priéin pre pouZitie systému DASOR 601 A
z k.d. Metra Blansko. Riadiaci systém méa dokonale
prepracované programové vybavenie na riadenie préve
logicko-sekvenénych automatov. Jeho velkou nevyhodou
je v stcasnosti uZ zastarald koncepcia vlastného hard-
ware s centrdlnym riadiacim pocitaom bez pouZitia
mikroprocesorovej techniky. Systém ale vykazuje vysoku
spolahlivost preverovand pri nasadeni v riadiacich ve-
linoch ¢&s. elektrarni. Napriek tomu, Ze riadiaci systém
DASOR 601 A bol uZ vySpecifikovany a objednany,
pokradujeme v analyze dalSich systémov vyvijanych
v CSSR. Perspektivny sa ukazuje riadiaci systém MARK
z CKD Polovodide. Zariadenie nadvéizuje na riadiaci sys-
tém PPC 4 od toho istého vyrobcu. Po zahdéjeni vyroby
v r. 1986 bude mat tento systém v3etky prednosti poni-
kanych zahrani¢nych riadiacich systémov vrétane vyho-
vujiceho programového vybavenia.
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Technologicky postup vyroby kyseliny citrénovej ples-
nou Aspergillus niger v si¢asnej dobe prechddza 3tadiom
radikdlnej zmeny technol6gie — z povrchového na sub-
merzny sposob. V prdci je analyzovany submerzng
sposob. V tejto analyze sa vyznamnou pomdckou
stal matematicky model, ktory bol aplikovany na sériu
experimentdlnych dit. Modelom bol proces simulovany
za Gfelom navrhnutia optimélnej stratégie pritoku dusi-
katého zdroja do média. V zédvere je informativny popis
on-line riadeniej fermentdcie s riadiacim poéitadovym
systémom DASOR 601. Vo VU LIKO sa pripravuje apli-
kdcie navrhnutej zostavy v referentnej jednotke kyseliny
citrénovej s objemom produk&ného fermentoru 150 m>.
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Kouan, H. — Boxauuk, JI. — Kpumapx, C.: ABromaTusu-
pOBaHHAs CHCTeMAa ynpaBjeHHs rayGHHHON depmeHTauHel
auMOHHOH kucaoTel. Ksac. npym. 33, 1987, Ne 2, ctp.
46—50.

TexHoaorn4ecknii npoiece NMPOH3BOACTBA JHMOHHON KHC-
JOTHl NpH momoun rpuda Aspergillus niger B HacTosllee
BpeMsi NPOXOIHT 3TANOM Pe3KOro H3MeHeHHS TeXHOJOrHH
OT NOBEPXHOCTHOro cnocoba k ray6unHomy. B cratbe pac-
cMmaTpHBaercs rayOuHHBI cnocob. B stom ananu3e 3Hame-
HHTBIM MOCOGHeM CTaja MaTemaTHyecKas Mojeab. Mare-
MATHYECKYI0 MOJeJdb MPHMEHSJIH A/ CePHH ONHTHLIX JAaH-
HBIX, HMHTHPOBAJH Tpolecc B LeasaX NPoeKTa ONTHMaJ bHOMH
cTpaTerHH MOJABOJAa HCTOYHHKa asoTa B cpeay. B KoHue
cTaTbd  HH(OPMALHOHHOIrO  ONHChiBaeTcst  (pepMeHTalMs,
ynpasasiemasi OHaafiH ynpasasioueit IBM-cucremon JIA-
COP 601. B Hayuno-nccaenoBatesibckoM HHCTHTYTe JIHKO
npeaycMaTpHBAlOT INPHMEHeHHe NpPeAJaraeMoro cocrasa
B pedepeHIlHOHHON eJIHHHIle NMPOH3BOACTBA JHMOHHOH KHC-
JOTHl C eMKOCTbIO NpOH3BOAcTeHHOro depmentopa 150 wm3.

Kotan, ]. - Bohaégik, L. - Krémafr, S.: Automated Control
System for Submerse Fermentation of Citric Acid. Kvas.
prim. 33, 1987, No. 2, pp. 46—50.

The technology of the citric acid production by Asper-
gillus niger changes from the surface growth procedure
to the submerse one at present. The submerse procedure
was analyzed by the help of a mathematical model. The
procedure was simulated by the model using experi-

mental results with the aim to optimalize the inflow of
nitrogen source into the medium. At the end the infor-
mative description of the on-line controlled fermentation
with the computer system DASOR 601 is made. The
application of this system on the production fermenter
of 150 m? is in preparation in Research Institute of LIKO
at present.

Kotan, ]. - Bohatik, L. - Kréma¥F, S.: Automatisiertes
Steuersystem der submersen Fermentation der Zitronen-
sdaure. Kvas. prim. 33, Nr. 2, S. 46—50.

Das technologische Verfahren der Zitronenséurepro-
duktion mittels des Schimmelpilzes Aspergillus niger
befindet sich gegenwirtig im Stadium einer radikalen
Anderung der Technologie — des Ubergangs vom Ober-
flachen- zum submersen Produktionsverfahren. In dem
Artikel wird das sumbereses Verfahren analysiert. In die-
ser Analyse wird als ein wichtiges Hilfsmitel das
mathematische Modell angewendet und auf die Serie
experimentaler Daten appliziert. Das Modell dient zur
Simulation des Prozesses zum Zweck des Entwurfs der
optimalen Strategie des Zuflusses der Stickstoffquelle
in das Medium. Zum SchluB beschreiben die Autoren
informativ die on-line gesteuerte Fermentation mit dem
Steuer-Computersystem DASOR 601. In dem Forschungs-
institut der Spiritus- und Konservenindustrie wird die
Applikation des vorgeschlagenen Systems in einer Re-
ferenzeinheit fiir Zitronensdure mit dem Produktions-
fermentorvolumen 150 m?® vorbereitet.



