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Specidlni fermentaénit procesy

Vyuzitie organickych substratov anaerobnymi baktériami

ing. IVAN CERNOCH, Doc. Ing. DUSAN HALAMA, Prof. GERARD GOMA,*] Dr. IRMA DE LA TORRE LOZANO,*) Ka-
tedra technickej mikrobiol6gie a biochémie, Chemickotachnologickd fakulta SVST, Bratislava

Metdnovd fermentdcia mé niekolkondsobny vyznam.
Z praktického hladiska sa vyuZiva najmé pri ZistenI od-
padovej vody a likvidécii odpadov za stutasného ziskania
vatSiny energie substrdtov vo forme metanu, resp. jeho
zmesi s CO,. Nie zanedbateInou skuto¢nostou je aj pro-
dukcia vitaminu B,; metdnovymi baktériami. Tato sku-
toénost vyuZivaju v ZSSR, pritom produkcia koncentra-
tov toho vitaminu je za ich podmienok ekonomicky atrak-
tivna aj pre velmi zriedené odpadové vody (vypalky po

destilacii etanolu alebo acetonbutanolu [1]].
Sumdrny vzorec tvorby meténu je
a b n a b
CnHaOp + ( n— 7 —2—) H;0 - (? =g + T) CO,

2 8 4

Vlastn§ vzorec je pomerne zloZity, lebo je vlastne vy-
sledkom dvoch skupin procesov. Prvad zahriiuje tzv. kys-
Ii fermentdciu uskutofiiovand rozliénymi anaerébnymi
baktériami. Tieto najprv hydrolyzuji polyméry [(napr.
polysacharidy) a z monomérov produkuju zmes pro-
duktov, v ktorej prevlddaji prchavé mastné kyseliny
(najmi C; a C4) a v plynnych produktoch je to CO; a H;
fobr. 1].

Koneéné produkty kyslej fadzy sd substratom pre me-
ténové baktérie, ale sa moZu uvaZovat ako prvy stupen
pre vyrobu mikrobidlnych bielkovin z rastlinného ma-
teridlu. Tato vyroba dovoluje ziskat aZ 1Bndsobne viac
bielkovin neZ pri vyuZiti povodného materidlu v Zivogis-
nej produkeii [11]. Metdnov§ch baktérii je viac fyziolo-
gickych skupin (hlavne mezofily, tieZ v3ak termofily
[2]], ktoré sa mdZu delif na skupiny organotrofnych a
na skupiny litotrofnych baktérii.

Organotrofné utilizuji mastné kyseliny, litotrofné CO,
a H,. V prevadzkovych pomeroch sa uplatiuji vedla
seba.

Prehlad procesov je uvedeny v [2].

V poslednych rokoch sa zvy3uje zdujem o tieto procesy
najmé preto, lebo mdZu efektivne prispiet k zlep3eniu
situdcie v oblasti energie a Zivotného prostredia, ale
aj [nepriamo) vjroby potravin (humusové hnojivo].

Problémy nspeSného zvladnutia tejto fermentécie
predpokladajii reguldciu podmienck tak, aby metdnové
baktérie mohli efektivne utilizovat mastné kyseliny i CO;
a H, na CHy. V tom je podstata vac3iny faZkosti.

Metdnové baktérie sa rozmnoZuji podstatne pomalej-
gie ako baktérie prvej fazy a navySe si ovela citlivejsie
voéi inhibitorom. S inhibované neionizovan§mi mastny-
mi kyselinami (teda pod pH 6), ale aj amoniakom [teda
pH nad 8). Sa podstatne citlivejSie ako baktérie prvej
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fazy na iné inhibitory, napriklad taZzké kovy. Navy3e ide
o najstriktnejSie anaeroéby — niektoré druhy sa inaktivu-
ju uZ pri krdtkodobom kontakte s kyslikom.

Pre pomaly rast i nizky vytaZok (a teda koncentra-
ciu) biomasy metdnovad fermentdcia vyZaduje dlha zdrZ-
ni dobu. Za beZnych podmienok zdrind doba (mapr. u
aktivatného kalu) byva aZ 30 dni. Zvy3enie efektivity
procesu sa uvazuje viacerymi cestami. Jednou z nich je
pouzitie termofilnych kultir (proces je skoro 10krat
rychlejsi ako u mezofilov) [3], rozdelenie procesu na
kysli a metdnovi fermentdaciu do 2 fermentérov, pri-
padne s recyklizdciou biomasy [4] alebo pouZitie napl-
fiovych filtrov, ktoré tdajne aj za mezofilnych podmie-
nok maji dobu zdrZania iba medzi 0,15—1,2 diia [5]
(v tomto pripade sa v3ak uvaZuje fermentdcia iba roz-
tokov — nie suspenzii).

Dal3ou moZnostou je presnd reguldcia, pripadne aZ
po nasadenie riadiaceho poéitata. Nasvedduje tomu
uspeiné matematické modelovanie procesu [6].

Niektoré tddaje vSak nasvedcuja [4], [5], [12], Ze je
moZné podstatne urfchlit metanogenézu aZ po rychlost
porovnateIni s rychlostou tvorby prchavych organic-
kych kyselin a pri oddeleni oboch faz je lahSie regulovat
metanogenézu. Potom by celkovd produktivita v systé-
me bola primédrne zdvisld na zvladnuti acidogenezy.

Z bioinZinierstva je zndme, Ze ak sa jednd o inhibiciu
produktom (v naSom pripade organické kyseliny], reak-
tor s piestovym tokom, alebo kaskédda idedlne mieSanych
reaktorov si udinnejsie ako idedlne mieSany reaktor.
Naopak, ak je inhibitorom substrét, kontinudlne mie3a-
ny reaktor je najifinnej3i. Ako uZ bolo spomenuté, je
preto vhodné rozdelif proces tvorby CH; na acidogenézu
a metanogenézu. Pri acidogenéze sa pouZiva bud reak-
tor s piestovym tokom, alebo kaskédda idedlne mie3anych
reaktorov a pre metanogenézu sa pouZiva dokonale mie-
Sany reaktor. Tento postup bol navrhnuty Wisem a kol
[7] a neskorSie pre metanizdciu rozpustného substrdtu
Gomom |8].

V naSich experimentoch sme sa zaoberali ako perio-
dickou, tak i kontinudlnou fermentdciou s nahromado-
vacou kultarou baktérii 1. (kyslej) fazy.

Tento &ldnok opisuje vysledky periodickej fermenté-
cie.

Material a metdody

PouZity fermentér bol skleneny, 30litrovy, s mechanic-
k§m mie3anim, opatreny registrdciou a reguldciou pH
a teploty. Sterilizoval sa prehéaiianim vodnou parou po-
gas 1 h; pH elektréda chemicky. Poda sa sterilizovala
zvlast 30 min pri pretlaku 0,15 MPa s dodatotnou dpra-
vou pH po sterilizacil. Do fermentéra sa preniesla asep-
ticky este za horfica a nechala v fiom vychladnit za
chladenia a bez mieSania. Kyslik sme neodstrafiovali.

pH sa regulovalo na 6; v niektorych pokusoch sme
pH neregulovali. Kultivdcia a fermentdcia sa robili pri
roznych teplotdch do 40 °C.
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Kultivand péda mala nasledovné zlpZenie v g/l: "sa-
chardza 50, Na,HPO,.2H,0:0,42, [NH,}),HPO,. 2H,0 :
:2,0., K;3HPO, . 2H;0 : 0,5, MgS0, . 2H;0 : 0,4, CaCl,: 0,03,
KC1: 0,08.

Selekcia zmesnych bakteridlnych kultir

Selekcia sa urobila z mestskej Cisticky odpadovych
vOd, v ktorej st nasledovné kultivaéné podmienky: tep
lota 28°C, pH 6,8. Chovanie referentnej zmesnej bakte-
ridlnej. kultiry, ziskanej priamo z aktivovaného kalu, sa
porovnalo s kultGrou po 3mesadnej kontinudlnej kulti-
vacii bez reguldcie pH s kultirou po 6mesacnej konti-
nudlnej kultivdcii s reguldciou pH (pH 6). Chovanie re-
ferentnej a izolovanych kultar sa Studovalo v 30 1 idedl-
ne mieSanom reaktore, s reguldciou teploty (30°C].

Analytické metady

Koncentrdcia biomasy [X] bola merana gravimetric-
kou 'metédou. PouZival sa filter Millipore (porozita
0,22 uym). Biomasa sa suSila 24 h pri teplote 50°C pod
védkuom. Sacharéza sa stanovovala DNS (dinitrosalicylo-
vou] metddou, pe kyslej hydrolyze.

Prchavé organické kyseliny (kyselina octova, propio-
nova, maslovd a valérova) sa stanovovali plynovou chro-
matografiou.

(polysacharid )
]

|

2

kyselina, proptonovit
a maslovd

. faza (kys. mliecna, etanol )

(kysla)
kyselina. octovd,

Hp, COz vodik  produkujiice
(kys. mravcia) (avetogénne) baktérie

I faza L‘ GH:,;-+ 0,

(metanogencza)

Obr. 1. Hlavné medziprodukty tvorby metdnu zo sacha-
ridov
Vgpo;i‘ty

Vytazkové koeficienty pri kontinudlnej a batch kulti-
vacii boli poditané pomocou nasledovnych vztahov

(£ Py — X Py) g kyselin !
Yo GEEE R Y kontinudl] (1
& [Sn — Sg) g sacharozy ey )
EP;—XP; g kyselin
= = =Tt o phafen
Yo 8= 57 . g sacharézy goatet] (2)
Produktivita pri kontinudlnej kultivécii sa pogita:
F.E P :
Pr= = [g/lh] (3)

Specificka rastova rychlost v n-tej etdZi sa poéita:

Sl dX F % '
fn = E —d't—')n = L;H—[Xn— n=1) (4]

Tabulka 1. Vplyv teploty na inhibiéni konstantu vo vzfahu
(p = pm (Kp/Kp + P] bez reguldcie pH. Sy = 50 gil).

Teplota °C 20 35 40

KP gf.l 0.2 0.99 2.9

Tabulka 2. Vplyv teploty na inhibiénd konStantu vo vztahu
[w= um [Kp/Kp + P}, pH = 6. Sg = 50 gfl).

Teplota °C ( 20 30 40
K, g/l A 6,9 13.3

Tabulka 3. ZloZenie organickich kyselin vo hmotovgch %
po skonceni jermentdcie za podmienok uvddzanich

U tab. 2
Zlozenie hmot. | [
oy -
Teplota °C 0 Octova ‘ Propiénova | Maslovi
' s

20 ‘ 55.6 18.8 24,5

30 hh | o ‘ 29.7

10 ‘ 47,9 0 52,0

Obr. 2. Kinetické parametre acidogenézy pre 3 kultlry
R, A a B. v; — rijchlost spotreby substrdtu, Yp —
vjtaZkovy koeficient produkcie kyselin, P; je
produkecia kyselin [Py + Py + Py}, P, znadi ky-
selinu octovi, P; kyselinu propiénovi, P; kyseli-
nu maslovid. Koncentrdcie kyselin st vyjadrené
vo vdhovgeh %.

Specificka rychlost tvorby produktu [prchavych mast-
nych kyselin) je

Upn 1 dpP g F [P P ] [5]

B Xn 8 Xn dr /n Vi i =

Parametre kinetiky rastu a produkcie kyselin sa vy-
pocitali metédou nejmensich Stvorcov po grafickom vy-
rovoani nameranych tdajov. PouZili sa vlastné progra-
my a kalkuldtor HP 9810 A.

Spravnost vypoctu sa kontrolovala aj porovnanim tda-
jov modelovanych z vypoé&itanjch parametrov a name-
ranych.

VYSLEDKY

Porovnanie referencnej zmesnej bakteridlnej kultdiry so.
selektovanou zmesnou bakteridlnou kultdirou.
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Porovnanie chovania sa referentnej kultiry [R] a se-
lektovanych kultar (A a B) sa robilo v batch procese pri
pH 6 a teplote 30°C. Najreprezentativnejsie [najcharak-
teristickejsie) parametre rastu si zndzornené na obr. 2,
koncentraciu kyselin (X P;), rychlost degradacie substréa-
tu a koncentracie jednotlivich vyprodukovanych kyselin
[P, octova, P; propiénovd, P, maslovd). Velmi vyznamné
zmeny moZno pozorovat vo zvySeni hodnoty v§taZkového
koeficientu produktov Y, vztah & 1 a maximalnej kon-
centracie kyselin (X F;).

7
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o pH =6

® ez kontroly pH
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Obr. 3. Zavislost celkovej koncentrdcie kyselin (P,] od
_eploty s reguldceiouw pH (6) a bez reguldcie.
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Obr. 4. Efekt reguldcie pH. HA je % neionozovangch ky-
selin po ukondeni fermentdcie. Teplota reakcie

t = 40°C.

Vytazkovy koeficient sa zvysil z 0,4 g/g (referenfna
kutlira R) na 0,75 g/g (kultuara B) a sumérna koncen-
trdcia kyselin sa tieZ zmenila z 18 g/l na 36 g/l. Rych-
lost degraddcie substratu mierne poklesla. Pre kultury
A a B inhibicia produktom je mensia, ako by sa dalo
ocakavat pri danej koncentrédcii organickych kyselin.

Efekt pH a teploty na selekiovand zmesni Kultfiru

Zavislost maximéalnej koncentrdcie kyselin (Z P;) od
teploty pre dve série experimentov, s reguldciou -pH
je na obrdzku 3 (S, = 50 g/1). Zvy3enie teploty spdsobu-
je vzrast koncentrédcie kyselin, ¢o je dané niZsim inhi-
bi¢nym efektom organickych kyselin pri vy3Sich teplo-
tach.

Obrdzok 4 umoZiiuje porovnat vysledky pokusov pri
pH 6 a bez reguldacie pH [f=40°C, Sp= 50 g/l).
Z obrdazku €islo 4 st zZrejmé vyznamné zmeny v produkcii
organickych kyselin a v zloZeni neionizovanych kyselin
(potitalo sa podla vzfahov, ktoré uvadzaja BUHR a
ANDREWS [9]]. Tieto vypofty potvrdzuji, e neionizo-
vané kyseliny maja vacsi inhibiény a&inok. Inhibicia
Specificke] rastovej rfchlosti sa javi ako nelompetetiv-
na inhibicia a je popisanéd vztahom [10]. Tato hypotéza je
dvakrat verifikovand, pri reguldcii a bez reguldcie pH
ako to je zobrazené na obrdzku 5 a 6, kde pomer um/u
je vyneseny v zdvislosti od koncentracie Kyselin pri roz-
nych teplotdch, pH je regulované (obr. 5) alebo nie (obr.
6). V oboch pripadoch je zrejme, Ze smernica zdvislosti
um/u = f (P) sa zniZuje so vzrastajucou teplotou.

Z vysledkov (pozri obr. 5, 6, fab. 1 a 2) vyplyva, Ze
zvySovanim teploty sa relativny inhibifny G&inok kyse-
1in zniZuje.

gl
— 2[g/l]

4

Obr. 5. Zmena um/y v zdvislosti od celkovej koncentrdeie
kyselin. Z obrdzku je zrejmé, Ze zdvislost je li-
nedrna. Reakcia sa riadi modelom [arovenka,
platngm pre inhibiciu produktom. u = gm [Kp/
/Kp + P). So =50 g/l, pH = 6, t =20, 30, 40°C

fﬁt-
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Obr. 6. Zmena um/u od Pi. Sy = 50 g/l, pH nebola regulo-
vand, teplota 20, 30, 40 °C.

ZniZenie inhibitného u€inku moZno vysvetlif zmenou
pomeru produkovanych organickych kyselin [tabulka 3],
napr. praktickfm vymiznutim kyseliny propiénove.

ZviySenie teploty podstatne urychluje rast kultdr. Pri
pH 6 sa zvy3ila maximdlna Specifickd rastovd rychlost
z 0,0117 h—! (20°C) na 0,0217 h-' (40°C).

PouZité symboly

F e
Kp e

Objemovy prietok (kg.h-1)
Inhibi¢nd konStanta = Jarovenkovho
(kg.m—3]

Koncentracia produktu (X organickych kyselin,
P, — octova, P; — propidénovéd, P, — maslova)
(kg.m—3)

— Produktivita (kg. m—3.h-1)

— Koncentracia substrdtu (kg.m—3)

Objem (m3)

— Koncentrdcia biomasy (kg .m—3)

— Reak&nd rychlost (kg.m-3.h-1)

modelu

e xS ®
|
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u — Specificka rastova rychlost (h—!) Yepnox, H. — Xanama, . — loma, T. — Topps Jloaa-
v — Specifickd rychlost tvorby produktu [h-1) H3, H.: Henoawsosanue oprannueckux cyGcTBaTOB aHa’po6-
HeIMH Gaxrepusimu. Keac. npym. 27, 1981, Mo 1, erp. 17—20.

Indexy Ha cunteruveckoii mutatensHoi cpege Pa3BOAHIHCE Tie-
n — Cislo etaze PHOAHYECKH KYJABTYPhI, COCTOSBUINE H3 CMecH IITAMMOB
i,0 — Potiatofn4a, referen¢na AH3POGHBIX GakTepHil AMA H3YyUeHWS BBIIENCHUT WMH JeTy-
f — Koneéna UHX JKHDHBIX KHCTOT. SKCHEPHMEHTH NPOBOLUINCH NpH pas-
m — Maximélna HbIX TeMmmepaTtypax, T. e. 18, 35 u 40 °C kak ¢ peryiupos-
D — Vztiahnuté na produkt ko#t pH, Tak n Ges peryamposkn. Kumerwka pocra X0po-
s — Vztiahnuté na substrat IO CcoBRAaLaerT ¢ KHHeTHYecKol Moaedbto Slpomenko (mo-
t — Celkova (koncentracia kyselin) NaBJAeHHEe NPOAVKTOM)
X — Vztiahnuté na biomasu 1

=pm—

E
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Cernoch, I. - Halama, D. - Goma G., De la Torre Lozano, L.:
VyuZitie organickych substritov anaerobnjmi baktéria-
mi. Kvas. priim., 27, 1981, & 1, s. 17—20.

Na syntetickej modelovej pdde v periodickej kultdre
sa sledovala produkcia prchavych mastnych kyselin
zmesnou Kkultdrou anaer6bnych baktérii pri teplotdch
18,35 a 40°C, bez a s regulaciou pH [6]. Kinetika rastu
je v dobrom silade s kinetickfm modelom podla Ja-
rovenka (inhibicia produktom ]

1
+ K_p-

So zvySovanim teploty rastie maximalna 3pecifick4 ras-
tova rychlost (pri 18°C) um = 0,0117 h-1, pri 40°C
pm = 0,0217 h-! a Kp sa zvydilo z 0,2 g/l (18°C) na
2,7 g/l pri 40°C. Pravdepodobne je to spdsobené zmenou
v pomere produkovanych kyselin.

C noBbllleHneM TeMOepaTyps MakcHMAdbHAS VAeJbHAA
CKODOCTb pa3sMHOeHus moseimaetcs. Tak npn Temnepartype
18°C wm = 00117 ul, a npu temnepatype 40°C upm =
= 0.0217 u1. Yro kacaerca Kp, T0 npu Temneparype 18¢C
ero snavedne Ouiio 0.2 r/n, a npu 40°C 2.7 r/n. Dro obbac-
HLIETCA BEPOSITHO M3MEHEHHEM COOTHOWIEHHS MeMAy KOIH-
HECTBAMH 06Pa3syOUHXCA KHCAOT.

Cernoch, I. - Halama, D. - Goma, G. - Torre Lozane, I.:
Consumption of Organic Substrates by Anaerchic Bac-
teria. Kvas. prim. 27, 1981, No. 1, pp. 17—20.

Synthetic modelling medium has been used for periodic
cultivation of mixed strains of anaerobic bacteria to
study the production of volatile fatty acids at various
temperatures, viz. 18, 35 and 40°C, both with pH con-
trol and without it. The growth kinetics fits well the
Jarovenko kinetic model [inhibition by product)

1 1
HE=fm
1o 4
Kp
With increasing temperature the maximum specific

growth rate is higher. At 18 °C it is g#m = 0,0117 h-! and
at 40°C um = 0,0217 h-1. The K, values increased from
0,2 g/l [18°C) to 2,7 g/l (40°C). Apparently the increase
is due to the changing relation in the proportions of
produced acids.

Cernoch, I. - Halama, D. - Goma, C. - Torre Lozane, I.:
Ausniitzung organischer Substrate durch anaerobe Bak-
terien. Kvas. pram. 27, 1981, No. 1, S. 17—20.

Auf synthetischen Modellmedium wurde in periodischer
Kultur die Produktion fliichtiger Fettsduren durch
Mischkultur anaerober Bakterien bei Temperaturen von
18, 35 und 40°C ohne Regulation und mit Regulation des
pH (6] verfolgt. Die Wachstumskinetik ist in guter
Ubereinstimmung mit dem kinetischen Modell nach Ja-
rovenko (Inhibition durch das Produkt)

B = Um B
1+ X,

Mit der Temperaturerhhung wichst auch die maxi-
male spezifische Wachstumsgeschwindigkeit (bei 18 °C)
#m = 0,0117 h—}, bei 40°C um = 0,0217 h—! und Kp wur-
de die Erhdhung aus 0,2 g/l (18°C) auf 2,7 g/l bei 40°C
festgestellt. Diese Erscheinung hiéingt wahrscheinlich
mit der Anderung in dem Verhé#ltnis der produzierten
SHuren zusammen.



