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Ovod

Pro kultivaci vldknitych mikroorganismii se obvykle

pouZivd nenewtonovskych kapalin pseudoplastického typu
[1]. Jejich reolcgické vlastnosti se m&ni b&hem fermen-
tace. Proto je nutno k udrZeni vhodnych pcdminek
v pribéhu vsddkové fermentace nastavit a Fidit pro-
meénnou frekvenci otdafeni michadla. Byla popsdna dvé
stadia ristové krivky:
a) rhstovd perioda (r;), b) fermentaéni perioda (r;).
V pribéhu riistu vldknitych mikroorganismii je tfeba
proces michédni a aerace vést tak 3etrné, aby nebyl na-
ruSen difuzni rlist mycelia. V produk&éni fazi je v3ak
tfeba, aby frekvence otaceni i rychlost aerace byla na-
stavena na vy33i hodnoty, aby se dosdhlo dostate&n& vel-
ké rychlosti oxidace.

Kritéria pro modelovdni submerzni fermentace vlakni-
tych mikroorganismii jsou uZivdna v nasledujicim tvaru
[2]:

1. konstantni obvodové rychlost michadla,
2. konstantni zdédnlivd stoupaci rychlost plynu.

Obé kritéria jsou platnd, kdyZ Reynoldsovo &islo pro
michani je vySSi neZ 10% za predpokladu, Ze michadlo
neni plynem zahlceno. Za t&chto podminek lze stanovit
tyto provozni veli€iny: frekvenci otaceni michadla,
objemovy priitok vhangného oxidaéniho vzduchu a pfi-
kon michadla.

Materidl a metody

Hyperproduk&éni kmen Sireptomyces nigrificans 82/20
byl ziskdn z roditovského kmene Streptomyces nigrifi-
cans 3014 po ozafeni UV svétlem. SloZeni média a kul-
tivaén{ podminky pro vegetativni mycelium jsou uvedeny
v pitedchézejici publikaci [3].

Induktor tvorby glukosaisomerasy, D-xylosa, byl
v produkénim médiu EasteCné nahrazen v¢luhem z pSe-
niénych otrub (100 g pSeniénych otrub v 1000 cm3).

Fermentace byla provddéna v modelové véalcové nado-
b& s rovnym dnem (obr. 1), zhotovené z nerezavéjici
oceli, opatfené u stény 4 radidlnimi naréZkami. V ose
nddoby rotovalo Sestilopatkové standardni diskové turbi-
nové michadlo (podle CSN 69 1021). Vzduch se pfivadal
trubitkou bezprostfedn& pod rotujici michadlo. Vg¢ika
klidové hladiny fermentanf vsddky H byla rovna pri-
méru nddoby D, vzddlenost spodnich hran lopatek mi-
chadla nad dnem H, byla rovna jeho primé&ru d. Na za-

catku fermentace vykazovala vsddka nenewtonské cho-
vani; s indexem nenewtonského chovdni n =~ 1,0; na
konci fermentace stanoven index nenewtonského toku
n = 0,38 a hodnota koeficientu konzistence K = 0,1 Pas.
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Obr. 1. Schéma mechanicky promichdvaného modelového

fermentoru [objem vsddky V = 0,025 m3)
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Schéma fermentace s pfidavnymi zafizenimi je na obr. 2.
Dezintegrace: bun&Ena suspenze byla homogenizovdna
3 minuty v homogenizdtoru podle Elvehjem-Pottera
s teflonovym pistem pfi 4°C. V homogendtoru byla sta-
novena glukosaisomerasovd aktivita za pouZiti ,enzymo-
vého testu ke stanoveni glukosy“ (vyrobce Lachema),
zaloZeného na izomeraci fruktosy na glukosu a jejim na-
slednym stanovenim enzymem glukosaoxidasy [4].

Obr. 2. Schéma zapojeni fermentoru
1 — elektromotor, 2 — pfivod pary, 3 — pfivod chladici vody,

4 — odvod chladici vody, 5 — odvod kondenzédtu, 6 — vzorkovat.
7 — odvod vzduchu, 8 — regulator feploty, 9 — sonda pro odpéfio-
vani, 10 — &erpadlo pro odpéiovaci olej, /I — pH metr, 12 — re-

guldtor pH, 13 — ¢erpadlo na NaOH, 14 — digitdlni otatkomér

Proteasova aktivita byla stanovena azokaseinovou me-
todou popsanou Safafikem [5]. Utilizace cukri b&hem
fermentace byla mé&fena plynovou chromatografif s pla-
meno-ioniza&ni detekci (F 21 Perkins Elmer). Cukry
byly analyzovany ve formé& trimethylsilylderivatd [6].

Vysledky a diskuse

V popsaném fermentoru byly provedeny dva fermen-
tatni pokusy. Podminky dvou fermentaci jsou sumari-
zovany v tabulce 1.

Priibsh prvni fermentace z hlediska tvorby biomasy,
glukosaisomerasové a proteasové aktivity je zachycen
na obr. 3.

PFi druhé fermentaci byla zvy$ena frekvence otafent
michadla a do produk&niho média byl pfiddn pouze vy-

Tabulka 1. Podminky fermentace Streptomyces nigrifi-

cans 82/20
i !
Pokus €. 1 { Pokus €&, 2
[
teplota “ 28 °C | 28 °C
5 o
pratok vzduchu [ Vg1 = 110-*mis—' | Vg, = 110-‘mis—!
| —Amis—1 I = —4m3s—
| lgz 2.10-*mis lg2 2.10-%mis-"
pH [ 6,8—7,0 6,8—7,0
frekvence otateni | N;=3,33s-! N;=5,00.s—"
michadla ‘ N,=6,67.s—1 [ N;=8,33.5-1
koncentrace 0,2 % | by

+D-xylosa obsazend
ve vyluhu z pSenic-

D-xylosy v médiu pouze D-xylosa va-
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|
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Obr. 3. Kinetika rustu a tvorby glukosaisomerasy Strep-
tomyces nigrificans 82/20

a = aktivita GI [nkat.g—" sudiny) (1)
b = sudina mycelia (g.cm—3) (2)
¢ = proteolytickd aktivita (AAyecm-—3 kultivatniho media) (3]
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Obr. 4. Procentni vyjddreni ubytku cukri béhem fermen-
tace Streptomyces nigrificans 82/20

a = pokles koncentrace cukrid (%)

b = aktivita glukosaisomerasy (nkat.g—"' susiny)

1 — B-D-glukosa, 2 — «-D-glukosa, 3 — a-D-xylosa, 4 — w-D-ga-
laktoca, 5 — B-D-xylosa, 6 — «-D-mannosa, 7 — D-fruktosa, § —
aktivita glukosaisomerasy

luh z pSeniénych otrub, ktery podle jiZz dfive zjiSt&ngch
faktii byl popsdn [7] jako zdroj xylani a D-xylosy pro
indukeci glukosaisomerasy. Vzhledem k tomu, Ze b&hem
druhé fermentace nebyla detekovdna Zadna glukosaiso-
merasova aktivita, do3li jsme k zdvéru, Ze Streptomyces
nigrificans 82/20 nemd xylanasovou aktivitu, Zatimco
nariist biomasy v obou fermentacich byl srovnatelny,
proteasova aktivita b&hem druhé fermentace vzrostla
témer 3krat.

Utilizace cukri b&hem prvni fermentace je zn&zorn&na
na obr. 4.

Z vjsledkii je patrny zna&ny poKles obsahu cukri
v médiu jiZ po 24 hodindch fermentace a jejich témé&i-
dplné vy&erpani po 50 hodindch kultivace. Z cukri byla
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nejrychleji vyuZivdna g-D-xylosa. Po 25 h byl v médiu
detektovan dalsi monosacharid, D-fruktosa, pravdépodob-
né jako produkt pilisobeni glukosaisomerasy. MnoZstvi
D-fruktosy vzristalo aZ do ukon&eni fermentace (50 h).

Z téchto vysledki lze vyvodit, Ze by bylo v§hodné&j3i
pridavat cukr b&hem fermentace 2krat, a to na zadat-
ku a v 25. hodiné fermentace.

Maximdlni produkce glukosaisomerasy byla zjisténa
v 50. hodiné fermentace.

Na zavér lze konstatovat, Ze pouZité vzdudnéni, zrov-
na tak i rota&ni rychlost michadla (tab. 1) velmi dobie
odpovidaji koncepci dvoufdzové fermentace u vlakni-
tych mikroorganismii. Z uvedenych vysledkii lze zjistit
vhodné podminky pro fermentaci Streptomyces nigrifi-
cans 82/20 v provoznim fermentoru.

Lektoroval dr, V. Jirkid, CSc.
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The optimal conditions for Streptomyces nigrificans
growth, yields of glucose isomerase and protease acti-
vity, during the fermentation in mechanically agitated
pilot plant fermentor were tested. Fermentations were
carried out using two different frequencies of the
impeller rotational speed.
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Es wurden die optimalen Bedingungen fiir das Wachs-
tum der faserigen Bakterie Streptomyces nigrificans
82/20 und die Produktion der Glukoso-Isomerase- und
Protease-Aktivitdt widhrend ihrer Kultivation in einem
Kleinfermentor bestimmt. Bei der Fermentation wurden
zwei verschiedene Mischungsfrequenzen benutzt.



