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Ovod

Aplikdciou esencidlnych aminokyselin vo vyZive hos-
podarskych zvierat je moZné docielif zv§Senie produkcie
mlieka a médsa pri siasnej tspore jadrového krmiva.
Z tohoto ddovodu sa rozvija a aj nadalej bude rozvijat fer-
mentaénd vyroba aminokyselin, a to najmé L-lyzinu. Mo-
nopolnym v§robcom tohoto produktu v CSSR je n. p. Bio-
tika v Slovenskej Cupéi.

Uréit optimédlnu dlZku kultivdcie inokula producenta
L-lyzinu mé& z hladiska produkcie L-lyzinu prvorady vy-
znam [1]. Nadim cielom bolo proto aplikovat takd meto-
du merania rastu mikroorganizmov, ktorou by bolo moZné
objektivne posudif kvalitu inokulaénych péd z hladiska
dosiahnutej koncentrdcie biomasy, dizky lag fazy, pro-
dukcie L-lyzinu s perspektivou aplikovat vysledky vo v§-
robe L-lyzinu.

Metdody

Boli odska3ané viaceré met6édy stanovenia koncentra-
cie biomasy, a to stanovenie % sedimentu, stanovenie

sudiny odseparovanej biomasy, stanovenie poftu Zivych
mikroorganizmov rozsevom a stanovenie zdkalu [2, 3].
PretoZe stanovenie % sedimentu je moZné povaZovat len
za orienta&n met6du, stanovenie sudiny biomasy a sta-
novenie poétu mikroorganizmov rozsevom je velmi prac-
né a narotné na tas, zacali sme stanovovat koncentréciu
biomasy metédou merania zdkalu bakteridlnej suspenzie,
ktord sme aplikovali na naSe podmienky [3, 4].
Pracovali sme na pristroji Spekol fy Zeiss Jena so 3pe-
cialnym nasadcom pre zdkalové meranie. Pri malych za-
kaloch existuje linedrna zavislost medzi koncentraciou
tiastotiek spodsobujicich zdkal a podielom rozptyleného
svetelného toku. Na jeho charakteristiku ma vplyv vel-
kost Ciastotiek suspenzie a vinova diZka svetla pouZité-
ho k meraniu. Hoci pri tejto metéde sledujeme stupeii
zakalenia vzorky, nemdZeme zanedbat absorbanciu svetla
farebnymi zloZkami, napr. produktami Maillardovych re-
akcii. Preto je nutné merat zdkal v takych oblastiach
spektra, kde je absorbancia svetla farebnymi zloZkami mi-
nimélna. Pre najdenie vhodnej vinovej dlZky sme pouZili
spektrofotometer Unicam SP 700 s plynule menitelnou
vinovou diZkou v rozsahu 200—700 nm. Vzorku sme rie-
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dili 1:200 a prefiltrovali cez membranovy filter Sympor
¢. 6. Z grafickych priebehov vzoriek rozli¢nych fermen-
tatnych pdd sme zistili, Ze pri 600 nm maja vietky vzor-
ky nulovii absorbanciu, preto sme tato vinova dizku
pouzili na meranie. Ako $tandard sme pouZili zdkalovy nor-
mal z prisludenstva pristroja Spekol, ktory predstavoval
15% zédkal. Vzorky sme riedili 1: 100 a pouZili na mera-
nie. V3etky merania sa vztahovali k uvedenému 3tandar-
du. Pre porovnanie uvadzame koreldciu medzi vazkovym
stanovenim koncentracie biomasy a nami aplikovanou
met6édou merania zdkalu — nefelometriou. VaZkové sta-
novenie prebiehalo tym spdsobom, Ze sme cez vysudeny
a odvaZeny membréanovy filter Sympor & 6 fy Syntesia
prefiltrovali vhodny objem vzorky nariedenej destilova-
nou vodou a filter sa potom vysudil v sudiarni do kon-
Stantnej hmotnosti. Od hmotnosti suSiny sme odéitali
hmotnost susiny sterilnej fermenta¢nej pédy v nultej ho-
dine a tato hodnotu, ktord predstavovala hmotnost suchej
biomasy, sme prepocitali na 1 liter fermentanej pody.
Vysledky sG uvedené na obr. 1. Ako vidiet z obréazku, je
koreldcia medzi uvedenymi spdsobmi merania dobra.
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Obr. 1. Koreldcia medzi vdzkovgm stanovenim a nefelo-
metriou

Fermentacie prebiehali na laboratérnom fermentatnom
tanku fy Giovanola, ktory je vybaveny plynulou regulé-
ciou otad&ok, pH a kyslikovou elektrédou. pH sme upra-
vovali roztokom amoniaku, miesanie bolo realizované dvo-
mi turbinovymi mieSadlami pri 450 ot. min—?, vzduinenie
201 vzduchu.min—1, Tank pracuje bez pretlaku.

Matematické spracovanie vysledkov

PretoZe priebeh rastov§ch Kriviek L-lyzinu je pomerne
pravidelny, bolo moZné na vyrovnavanie nameranych
idajov pouZit metédu tzv. logistickej krivky [5].

Vychéadzali sme zo zédkladného vztahu

A

1+ 10a+bz [1]

Yi) =

Hodnote C zodpoveda pociatofnd koncentricia mikro-
organizmov y min. Hodnote A zodpoveda maximéalna kon-
centracia mikroorganizmov y max. y() je koncentracia
mikroorganizmov v &ase t. Dosadenim tychto hodndt do
vztahu (1) po tGprave dos':2eme vzfah

log (

Ymax

r_____-—l)=a+b.t (2)
y(t) — Ymin

Tabulka 1. Vypoé&itané koeficienty a, b, rovnice (1)

Druh experimentu

koeficient a | koeficient b

otkovanie pddy 10
obj. % inokula
obr. 2.

1,73 —0,1675

ofkovanie pody 1
obj. % inokula
obr. 3.

3,03 —0,1293

fermentadcia na komplexnej
pode
obr. 4.

345 —0,1715

fermentacia bez kyslého
hydrolyzéatu arasidovej 354
miky v |
obr. 5. i

—0,1420

Zavedenim novej premenej

Ymax i ) (3)
y(t]) — Ymin
dostdvame yH(t)=a + b.t (4)

yH(t] = log (

Pre viacero merani sme dostali systém rovnic a metoé-
dou najmen3ich $tvorcov sme vyrie$ili hodnoty koeficien-
tov a, b. Na rieSenie sme vypracovali program na poci-
tati SM 3/20 s grafickym vystupom na BAK 4T. Systém
rovnic sme riedili pomocou rotdcie elementdrnej matice.
TaGto metédu sme zvolili preto, Ze pri numerickom riese-
ni Gaussovou met6dou nemusime dostat dplne presny vy-
sledok. Sustava rovnic z technickej tlohy ma totiZ
koeficienty ziskané experimentdlne a potom je nutné
poznat vplyv zmien koeficientov na rieSenie. MdZe sa
staf, Ze aj mala zmena koeficientov vedie k velkym zme-
nam vysledkov [mald stabilita systému). Nami pouZita
met6éda vyZaduje sice viac vypoctov§ch operécii oproti
Gaussovej metode, ma v3ak vidcSiu stabilitu a je malo
citliva na nepresnosti vzniknuté malymi hodnotami de-
terminantov pomocnych sistav rovnic (7, 8, 9).
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obr. 2. Casovyj priebeh fermentdcie pri nao¢kovani 10 obj.
% inokula
1 — biomasa %, 2 — sachar6za g.1-1, 5 — L-lyzin g.1-"
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Vysledky a diskusia

V prvom pokuse sme sledovali, ako sa prejavi rozlitné
mnoZstvo inokula na tvare rastovej krivky. Na kultivaciu
sme pouZili tzv. bohatd inokula&nt poddu nasledovného
zloZenia:

sachar6za — 5%

kysl§ hydrolyzat arasidovej maky — 6,65 %
melasa — 1 %

kukuriény extrakt (60 % susiny) — 45 %
dihydrogénfosforetnan draselny — 0,1 %
siran hore¢naty — 0,03 %

Na obr. 2 je tasovy priebeh fermentacie pri naotkovani
horeuvedenej pody 10 obj. % inokula kmeila Brevibacte-
rium flavum, na obr. 3 je Casovy priebeh fermentacie na
tej istej pdode naotkovanej len 1 obj. % inokula. Ako je
zrejmé z porovnania oboch grafickych priebehov, v prvom
pripade je dlZka lag fazy minimalna, kym v druhom pri-
pade sa dlZka lag fazy pohybuje od 12 do 15 h. Vychod-
ziu koncentrdciu biomasy pri merani nefelometrickou me-
todou ovplyviiuji najmé suspenzné Castice vo fermentac-
nej pdde pochadzajace z kukuri¢ného extraktu, melasy
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obr. 3. Casovy priebeh fermentdcie pri naoékovani 1 obj.
% inokula
1 — biomasa %, 2 — sachar6za g.1-1, 3 — L-lyzin g.1-1

a najmé z kyslého hydrolyzatu araSidovej miky, v kto-
rom obsah suspenznych Castic je dany kvalitou filtracie
pri jeho priprave. Hodnoty poé&iatoénych koncentrécif
biomasy sa pri spdsobe merania, ako bol popisany vyssie,
pohybovali v intervale 5—12 %.

V druhom pokuse sme sledovali, ako ovplyvni vyne-
chanie jedného zo substratov rastovi krivku. Pracovali
sme na pdde nasledovného zloZenia:

sacharéza — 8 %

kysl§ hydrolyzat aradidovej maky — 6,65 %
Kukuriény extrakt (60 % sudiny) — 6 %
dihydrogenfosfore¢nan draselny — 0,1 %
siran hore¢naty — 0,03 %

Na obr. 4 je tasovy priebeh fermentadcie. Tank bol na-
otkovany 1 obj. % inokula kmeiia Brevibacterium flavum.
Na obr. 5 je tasovy priebeh fermentdcie na tej istej
pode, ale z pddy bol vynechany kysly hydrolyzét araSido-
vej mdky. MnoZstvo inokula bolo 1 obj. %. Z porovnania
oboch grafick§ch priebehov vyplyva, Ze vynechanie kys-
16ho hydrolyzédtu arasidovej maky z pddy sa neprejavi
v dlzke lag fazy, ktora je u oboch priebehov 12—15 h,
ale prejavi sa v rozdielnej koncentracii biomasy. PretoZe
hydrolyzat aradidovej miky obsahuje okrem inych ami-

nokyselin tie¥ metionin a treonin, ktoré s nevyhnutné
pre rast kmeifa Brevibacterium flavum, moZno predpokla-
dat, Ze zniZenie koncentrdcie biomasy v druhom pripade
0 20 % je sposobené limitdciou rastu tymito aminokyse-
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Obr. 4. Fermentdcia na komplexnej péde
1 — biomasa %, 2 — sacharéza g.1-', 3 — L-lyzin g .1-"

linami [10, 11). K limit4cii rastu do3lo zrejme po utili-
zdcii metionfinu a treoninu, ktory sa nachddzal v Kuku-
ritnom extrakte. Na obr. 2—5 si vynesené rastové krivky
tak, ako boli vypo&itané a nakreslené na pocitati SM
3/20 z experimentalnych Gdajov podla matematického mo-
delu uvedeného vyssie. Pre Gplnost uvadzame v tabulke
1 koeficienty a, b rovnice (1). So vzrastom koeficientu a
rastie aj diZka lag fazy, koeficient b ovplyviiuje strmost
rastovej krivky.
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Obr. 5. Fermentdcia na péde s redukovanym zdrojom
organického dustka
1 — biomasa %, 2 — sacharé6za g .1-', 3 — L-lyzin g.1-"

Ako vyplyva z pokusov, je moZné met6du merania na-
rastu biomasy tak, ako bola uvedend v tvode prace, po-
uzit pri sledovani koncentrdcie biomasy v oCkovacich
tankoch. Po vyrovnani nameranych tdajov pomocou ma-
tematického modelu ziskame spolahlivy obraz o vplyve
surovin, inokulatného materidlu, vzduSnenia a dalSich
podmienok na koncentrdaciu narastenej biomasy v zavis-
losti na Case.

Lektoroval Ing. Petr Pildt, CSc.
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Hustdk M., Mécik M., Butko M., Hano A., Krempa P.: Sle-
dovanie rastov§ch kriviek pri fermentéacii L-lyzinu kme-
fiom Brevibacterium flavum. Kvas. prim. 31, 1983, €. 6,
s. 132—135.

Bola vypracovand metéda na meranie rastu biomasy
pri fermentécii L-lyzinu, ktorej princip spotiva v meranj
zdkalu bakterialnej suspenzie. Metéda je velmi rychla a
je porovnateInd s klasickymi metédami merania rastu
mikroorganizmov. Experimentédlne hodnoty boli vyrovna-
né metddou logistickej krivky na pocitagi. Boli porovna-
vané rastové krivky ziskané pri inokuldcii oCkovacich
pdd jednym a desiatimi objemovymi percentami inokula
ako aj rastové krivky ziskané na roznych druhoch otko-
vacich pod.

Iywrak, M., Mouuk, M, Byuko, M., Tauno, A, Kpemna,
M.: HaGaonenwe KpHBLIX pocta wrtamma B. flavum npu
depmentaumn L-am3una. Ksac. npym. 31, 1985, Ne 6, ctp.
132—135.

PaspaGotan MeTol H3MepenHsi pocta GHOMacchl mpH Qep-
MeHTalUHH L-71H3HHA, NPHHUHN KOTOPOH 3aKjIlyaercs B H3-
MepeHHH MYTHOCTH GakTephanbHoil cycnencud. Meton

ABASETCH OYeHb OBICTPHIM H CPABHHTEJBHBIM C KJaccHuec-
KHMH MeTOJaMH H3MepeHHs pocTa MHUKpoopranusmos. Bean-
uHHbl, MOJY4YEHHbIE B 3KCNEPHMEHTE, BbIPABHHBAJHCH Me-
TOJOM JOTHCTHYECKOH KPHBOIl Ha BBIYHCJIHTEAbHON MallHHe.
CpasHuBajiich KpHBblE pOCTa, TNOJyYeHHbie TpH MOceBe
cpen 1 u 10 o6bEMHBIMH NPOUEHTAMH MOCEBHOr0 MarepHa.a
H Ha pasHbiX BHAaX MOCEBHBIX Cpei.

Hustdk M., Mécik M. Butko M. Hano A., Krempa P.:
Investigation of the growth curves in L-Lysin fermentation
by the strain of Brevibacterium flavum. Kvas. priim., 31,
1985, No. 6, pp. 132—135.

The method for the measurement of the biomass
growth in the fermentation of L-Lysin, principle of
which is based on the measurement of bacterial
suspension turbidity, was worked out. The method is
quick and comparable with the classical methods for the
measurement of microorganisms growth. The expe-
rimental values were corrected by a method of the
logistic curve on computer. The growth curves obtained
by the 1% and 10 % v/v of inoculum as well as those
ones with various kinds of the inoculating medium were
compared.

Hustak, M., Mécik M. Butko M., Hano A., Krempa P.:
Verfolgung der Wachstumkurven bei der Fermentation
von L-Lysin mit dem Stamm Brevibacterium flavam.
Kvas. prim.,31, 1985, No. 6, S. 132—135.

Es wurde eine Methode zum Messen des Wachstums
der Biomase bei der Fermentation von L-Lysin ausge-
arbeitet, deren Prinzip im Messen der Triibung der bakte-
riellen Suspension besteht. Die Methode ist sehr schnell
und mit den klassischen Methoden der Wachstummessung
von Mikroorganismem vergleichbar. Die experimentell
gemessenen Werte wurde mit einen Computer mit der
Methode der logistischen Kurve ausgeglichen. Es wurden
Wachstumkurven verglichen, die bei der Inokulation von
Impfmedien mit 1 Vol. % und 10 Vol. % Inokulum, wie
auch Wachstumkurven die mit verschiedenen Impfmedien
gewonnen wurden.



