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Specidlni fermentaéni procesy

Anaerobna produkcia nizSich mastnych kyselin‘
v kaskdde dokonale miesanych reaktorov

ING. IVAN CERNOCH, DOC. ING. DUSAN HALAMA, CSc.Katedra technickej mikrobiolégie a biochémie,
Chemickotechnologickd fakulta Slovenskej vysokej 3Skoly technickej, Bratislava

V predchéddzajicej préci [4] sme sa zaoberali produk-
ciou niZ$ich mastnych kyselin adaptovanou nahromado-
vacou kultirou anaerdbnych baktérii. Z rozboru rasto-
vych a produkéngch kriviek vyplynulo, Ze sa mdZu dob-
re vyjadrif zndmymi vztahmi pre inhibiciu produktom a
pre tvorbu produktu. V tejto prdaci sme sa zamerali na
overenie pouZitelnosti uvedenych kinetik pre popis cho-
vania sa kontinudlneho systému a navrhli sme matema-
ticky model acidogenézy u reaktora s piestovim tokom.

Dvojfazova metdnova fermentacia sa povaZuje za po-
malit a citlivii na zmeny podmienock. Je to dané vlast-
nostami metdnovych baktérii: pomerne velmi mald ma-
ximédlna 3¥pecifickd rastovd rychlost a citlivost voti
inhibitorom [1].

Ukazuje sa vsSak, Ze metdnovd fermentdcia sa mdZe
podstatne urychlit niektorymi novSimi technologickymi
postupmi, zvySujicimi koncentrdciu biomasy [2] a po-
tom pre celkovia rychlost fermentacie bude rovnako
doleZita 1. fdza — tvorba niZ3ich mastnych kyselin.
Zvladnutie procesu predpokladd znalost kinetiky rastu
a produkcie. Prvi informaciu mozZe poskytnut analyza
visledkov periodickej kultivdacie (mapr. Jarovenko [3]
pre produkeiu etanolu); spolahlivejsie vysledky sa v3ak
ziskajd v kontinudlnom procese.

Pri inhibicii produktom dava lepSie vysledky konti-
nudlna fermentdcia s piestovim tokom. V tomto &lanku
je opisané Studium kinetiky produkcie niZSich mastnych
kyselin zmesnou bakteridlnou kultdrou v kaskdade 8 do-
konale mieSanych reaktorov (obr. 1], ktorta méZeme apro

ximovat vzfahmi platnymi pre piestovy tok [6].
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Obr. 1. Schéma multietdZového fermentora. (PD; — ¢er-
padlo davkujice pddu, PD; — recirkulafné cer-
padlo, PC, — cerpadlo zabezpefujace dokonalé

mieSanie v n-tom reaktore).
=

Cast experimentdlnych vysledkov bola ziskanad pocas
Studijného pobytu 1. Cernocha vo Franctizsku, v Toulou-
se.

SPOSOB VYPOCTU

VytaZkové koeficienty pri kontinudlnej kultivdcii boli
poéitané podla vzfahu

(EPs — XPn) £ kyselin 1
(Sn—Ss) ~ gsacharézy (1)
Specifickd rastova rychlost v n-tej etdZi sa poéitala
pomocou vztahu:
D Ty 1 F = % 5 dXx 2
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Specificka rychlost tvorby produktu [prchavych mast-
nych kyselin] v n-tej etdzi ziskame analogickym spd-
sobom ako v predchadzajiicom pripade:
Upn 7 i F P p & dpP i 3
TR R Y at), |

Nakolko sa v tomto pripade jednd o inhibiciu produk-
tom, pre 3pecificki rastovi rychlost dostatoéne vyho-
voval Jerusalimského vztah

Y=

¥n =

Kp

Ke + Pn )

P+ Pn

Maximdlna Specifickd rastovad rychlost g, a inhibi¢na
kon3tanta Kp sa ziskali zo zdvislosti 1/un = f (Pn) me-
todon najmensich Stvorcov.

Pre Kkinetiku tvorby produktu dostatofne wvyhovoval
vztah Leudeking, Piret [5].

Upn = (e un + ] Xn (5]
Parametre « a ¢ sa tieZ pocitali metdédou najmensich
stvorcov.

pn = pm

MATERIAL A METODY

Na kontinudlnu kultiviciu sa pouZila kaskdda 8-ich
dokonale mieSanych reaktorov, zapojenych do série. Ako
zdroj uhlika sa pouZivala sacharfza v koncentraciach od
50 do 150 g/l. Aby sa zmenS3ila moZnost vyplavenia bu-
niek z reaktora a zvysila hustota buniek v systéme, po-
uZila sa recyklizdcia. Za 8. etdZou je dekantér, z ktorého
sa privadza recyklus do prvej etdZe (obr. 1). Analytické
metaody: popri [4].

VYSLEDKY

Vplyv zdrZnej doby

Fermentacia sa robila pri pH 6, teplote 30°C, poéia-
tofnd koncentrdcia sacharozy v Zivnej pOde na vstupe
do kaskady reaktorov bola 50 g/l. Objemovd rychlost
recyklu bola 2.1.10-31/h. Obrazok 2 znazoriiuje pre
rozne zdriné doby, od 12 do 48 h, zmenu vytaZkového
koeficientu Yp, zmenu maximélnej koncentracie organic-
kych kyselin, zmeny koncentrdcie kysliny octovej a mas-
lovej, ktoré si najdGleZitejS3ie a spotrebu substratu.
VytaZzkovy koeficient Y, vzrastd so vzrastom zdrZnej do-
by, maximdlna koncentrdcia kyselin bola pri z; =48h
(40 g/).

Pre vietky zdrZné doby Specifickd rastovd rychlost
je korelovand s koncentrdciou organickych kyselin po-
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Tabulka 1. Vplyv leploty na inhibiénid konStantu Kp vo
vztahu u= pm (Kp/Kp + P} pri kontinudlnej
kultivdeii v multiet@dZovom reaktore, pH = 6,
poliatoénd koncentrdcia substrdtu Sy = 50 g/
(1, zdrind doba v reaktore 40 h.

Teplota °C | 30 35 40
K, gl | 61 6,6 16

mocou vzfahu Jerusalimského. Inhibiénd konStanta
Kp=6,3%01g/l je trochu men3¥ia ako K, zistené pri
batch procese [4] (Kp = 6,9 g/1).

Pre tato sériu experimentov Specifickd rychlost pro-
dukcie kyselin je timernd Specifickej rastovej rychlosti
(obr. 3). Vztah medzi

7}

p 2 Un.
}— a u je X = IT,Sy (6)

Vplyv teploty

UZ pri batch kultivdcii [4] bol spomenuty Jerusalim-
ského vztah. TieZ pri kontinudlnej kultivdcii plati tento
vztah. Zavislost gm/u od P je zndzornend na obr. 4
Aj v tomto pripade zdvislost um/u od P je linedrna a
inhibi&én¢ efekt kyselin sa zmenZuje so zvy3ovanim tep-
loty. Z tabulky 1 vidiet Ze hodnoty K, v kontinuélnej a
batch kultivdacie [4] sa velmi neliSia a Ze vy&sie teploty
st pre kultivaciu vhodnejSie.
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Obr. 2. Efekt zdrZinej doby na spotrebu substratu, na cel-
kovii koncentrdciu kyselin (P:), na pomer kyseli-
ny octovej ku kyseline maslovej a na vytaZkovy
koeficient produktu ([prchav§ch mastnych kyse-
lin).

PretoZe pri 40°C sa produkuje viac kyseliny maslovej
ako kyseliny octovej, moZno predpokladaf, Ze kyselina
maslovda méa niZ3i inhibigny efekt ako octovad [pravdepo-
dobne preto, Ze je hvdrofabnejsia).

V Studovanom teplotnom intervale moZno rovnako ako
pri batch fermentédcii pozorovat linedrny vztah medzi
Specifickou rastovou rychlosfou a Specifickou rychlostou
produkcie kyselin [obr. 5].

Efekt potiato&nej koncentréicie substritu na acidogenézu

Pri kontinualnej kultivdcii sme sledovali efekt troch
potiatoénych koncentrédcii sacharozy v Zivnej pode: 50,75
a 150 g/l. Pri koncentracii 150 g/l sa jednd o fermenté-
ciu s extrémnou koncentrdciou substrdtu a produktu.

Kysla fermentédcia sa Studovala pri 30, 35 a 40°C [me-
zofilné baktérie), pri pH = 6 bolo kontrolované pri roz-
nych zdrznych dobéach: 12, 36, 48 a 104 h.
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Obr. 3. Zavislost 3Specifickej rychlosti tvorby produktu

od u. Vysledky boli ziskané v kontinudlnej kulti-
vdci pri roznych zdrZnfch dobdch (f= 30°C,

pH = 6).
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Obr. 4. Pomer un/u vyneseny v zavislosti od koncentra-
cie produktu P pri rdznych teplotach. S; = 50 g/l,
pH = B, zdrZné doba 7s; = 40 h.

PouZité zmesné bakteridlne kultliry (ich selekcia) ako
aj analytické metédy a pddy boli rovhaké ako v perio-
dickom procese [4]. Na obrdzku 6 si znfzornené kon-
centrdcie organick§ch kyselin v kaZdej et&Zi za ustdle-
ného stavu pri zdrZnych dobadch 5 aZ 12 hodin v jednej
etd%i pri pH 6 a f = 30°C. Najvy38ia pozorovanad kon-
centrdcia organickych kyselin je 61 g/1, €o je velmi vy-
sokd hladina tolerancie pre organické Kkyseliny. Nad
touto koncentrdciou kyselin baktérie nie st schopné sa
rozmnoZovat alebo produkovat organické kyseliny.

MultietdZova kontinudlna kultivdcia umoZiiuje poditat
v kaZdej etdZi un a um, kKtora ziskame extrapoldciou kon-
centrdcie produktu na P = 0. Maximélna Specificks ras-
tova rychlost ziskand takymto spdsobom je funkciou po-
tiatotnej koncentrédcie substrdtu Sp. Bol néjdeny vztah
medzi um a So, ktory je charakteristicky pre nizky inhi-
biény efekt sachardzy (obr. 7). Maximdlna 3pecificka
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rastovd rychlost um™ pri So-0 je 0,0321 h—-! a plati Up
vztah: Yp= o (12)
u = 0,0321 (1 — 0,0036 So) (7} modZme pisat
(e =[085, =[81]) . - @ uX + gX B
Podobné vysledky boli ziskané v batch kultivécii. e + ¥y -
tpravou dostaneme
1 vs=[au+ L)X (14)
r kde
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a=-— +—- 15
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o~ | e35% e potom
les oL H‘Upr'F‘ff[P‘i"Kp]
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' 90 o® z P+ Kp
o
= QumKp+ §Kp+ 5Py +Y¥pSpAg
Dy = ———— —— [X YxSp A
Shegut : Y, S0A + P+ Kp S
S Predpokladdme, Ze kaskddu 8-mich idedlne mie¥anych
o 5, .
- z.a ® reaktorov moZno popisat vztahmi platnymi pre reaktor
02 ol .@'G s piestovym tokom. Pre vypodet zdrZnej doby u reaktora
2 s piestovym tokom plati projektovad rovnica [8, 9].
A
I l I ] |
7 2 3 4 dA
5 =8 [ == 18
A 107%(h ’) 5 0 Be [18)
A0
Obr. 5. Zavislost 3Specifickej rfchlosti tvorby produktu
od u pri réznych teplotdch [ostatné reakéné pod- =
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Obr. 6. Na obr. st znazornené celkové koncentrdcie ky-
selin (P;] v kaZdej etdZ: reaktora za ustdleného
stavu [pH = 6, { = 30°C). Podiatofné koncentré-
cie substrdatu a zdrZné doby sa menia.

Matematické modelovanie acidogenézy

Ako uZ bolo uvedené, acidogenézu moZno matematic-
ky popisat nasledovnymi vztahmi

p

S T (8]

vp=[au+§) X (9

Kp &

= N o f

predpokladéame, Ze plati
v
Ye=— (11)

Obr. 7. Vplyv poéiatotnej koncentrdcie substratu [glu-
kOzy) na um, extrapolovand na nulovi koncen-
trdciu produktu {podmienky sd tie isté ako pre

obr. 6).
Sp— & 3 .
A= S kde A je stupefi konverzie
0
Po integréacii dostaneme
1
Ts = C..Yx_—}-_Xn_ﬁ_Yo- : [ln[Xo +¥:SpAl. ( E —
Xﬂ Yp L
——|+In |[C+8YpS0A]| B (19)
% 2
C=aumKp+ Kp+§Po [20)
E=EKp+ Po [21)

Experimentdlne vysledky si porovndvané s vysledkami
pocitanymi pomocou vztahu (19). Kinetické parametre
boli vypocitané z experimentdlnych dat.

Vysledky st porovnavané tak, Ze stupeii konverzie ako
funkciu zdrZnej doby poditanej a experimentdlnej nane-
sieme do jedného grafu a pogitame relativhu odchylTku
medzi modelom a experimentom (pri experimentélnych
visledkoch sa jednd o vysledky ziskané za ustaleného
stavu). Ako priklad sa uvddza obr. 8. Model sa ukazal
ako spolahlivy a jeho presnost, testovand na viacerych
pripadoch je 39 alebo lep3ia. Z toho stidasne vyplyva,
Ze vplyv limitacie substrdtom bol v danom pripade Zza-
nedbateIny. MoZné vysvetlenie je aj v tom, Ze u uréi-
tych kultdr vznikd ako medziprodukt kyselina mlieéna
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a aZ z nej sa tvoria prchavé mastné kyseliny. Tento dru-
hy proces je limitujici. Podrobnej§ie sa medziprodukta-
mi zaoberd Uribelarrea [7].
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Obr. 8. Verifikdcia vysledkov ziskanjch pomocou mate-
matického modelu (rov. 19]) s experimentdlnymi
vysledkami.

PouZité symboly

A — 1—358.5,~1, stupefi konverzie

c — Kon3tanta (rov. 20)

E — KonStanta (rov. 21)

Kp — Inhibi&néd kon3tanta (rov. 8], (kg.m-3)

2 — Koncentrdcia produktu (prchavych mastnych
kyselin C;—C4) (kg .m—3)

S — Koncentracia substrdtu (kg.m~—5)
v — Objem (m?3)

Y — VytaZkovy koeficient (kg/kg)

X — Koncentrédcia biomasy (kg.m—3)
u — S8pecifick4 rastova rychlost (h—1]
" — Specificka rychlost tvorby produktu (h—1)
@, — Parametre rovnice Ludeking, Piret
Ts — ZdrZné doba [h)

Indexy

n — Cislo etaZe

0 — Pociatofné, referentnd

f — Konetna

m — Mazximalna

p — Vztiahnuté na produkt

s — Vztiahnuté na substrat

t — Celkova [koncentrdcia kyselin)

X — Vztiahnuté na biomasu
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Heprox, H. — Tansma, Jl.: Araepo6Hast MPOLYKUHA HH3-
WAX KHPHBIX KHCJOT B Kackajge (epMeHTepoB HAeajIbHOTO
cmemenns. Kpac, npym. 27, 1981, Ne 7, crp. 157—160.

Hast moneupoBaHns KHCNOH Gassl anaSpOGHOTO pasno-
JKeHHS OPraHHYECKHX BELLEeCTB ObLIA HCMOJABb30BAHA CHHTE-
THUECKaA cpella ¢ caxaposoii (50 r/m). depmentanus mpo-
BOJHJIaCh HAKONHTEIbHOH KVJILTYDPOH; HCTOYHHKOM Oblia
JKHIKOCTE METAHTIHKA TOPOACKOH OYHCTHOH CTAHIHH.
Kackan 8 depMeHTEPOB BIEALHOTO CMELISHHS OB HCTOJb-
30BaH KaK NPHOIHKEHHE K aNmapaTy HaeaJpHOTO BHITECHE-
Hust, pH cHCTembl GBI aBTOMAaTHYECKH MONMEPIKHBAH HA 6.
[naBEbiM  MeraGosMuecKUM  NPOAYKTOM OHLIH  HH3IIHE
mupHEle kKucaote (HJKK), onpemenanuce ¢ moMmomibio ra-
30KHAKOCTHOH XpoMmarorpadum.

Cropocts pocra Guomacchl GakTepuii Ghiia B COIVIACHH
€ KMHEeTHKOH pocTa ¢ HHTHGHIHeH npoayvkTom. JIMMHTaIHed
cy6eTpaToM MOXKHO GbIJIO NpeHeGped, TAK  UTO 4= um

K
——2 _ CKopocts npoayvkuuu 6eina dP/dt = adx/dt + bx =
Kp+P

= (au + D) x. TlapameTpn ypaBHEHHH CKOPOCTH pOCTa
1 npopyxuiy H)KK mensiinces ¢ temnepartypofi. Monemupo-
BaHHEIE aHHbIE GbLIH B XOPOIIEM COTJIACHH C H3MEpAEMEIMH:
pasHHIA MeXK1y HHMH Gbla nopsiaxka 1—3 %.

Cernoch, 1. - Halama, D.: Anaerobic production of vola-
tile fatty acids in serie of homogeneously mixed reactors.
Kvas. prim. 27, 1981, No. 7, pp. 157—160.

A synthetic sucrose [50g dm—3%) medium was used
for modelling the acidogenic phase of anaerobic diges-
tion of organic material. Enrichment bacterial culture
was obtained using the content of municipal anaeraobic
digester as an inoculum. A serie of 8 homogeneously
mixed reactors modelled the piston flow. pH in whole
system was kept at 8. Volatile fatty acids [VFA)] were
the main metabolic product [determined by GLC).

The growth of bacteria followed the Andrews kinetics,
but with negligible low K; for substrate limitation, so
# = umKp(Kp + P} -1, and VFA production rate could be
expressed as dP/dt = adX/dt + bX = [au + b)X. Growth
and production parameters changed with temperature.
The differences between modelled and experimental
values for biomass and product concentrations were
in the order 1—3 %.

Cernoch, I. - Halama, D.: Die anaerobe Produktion nie-
derer fliichtiger Fettsfuren in der Kaskade von homo-
gen gerithrten Reaktoren. Kvas. priim., 27, 1981, No. 7,
S. 157—160.

Ein synthetisches Medium (Saccharose 50g dm-—3)
wurde fir die Modellierung der ersten [sdurebildenden)
Phase der anaeroben Deeradation oreanischer Substanzen
verwendet. Mittels Wasserphase des Faulraumes der Kom-
munalabwaserreinigungsanlage wurde als Inokulum eine
bakterielle Anreicherungskultur isoliert. Die Kaskade
von 8 homogen geriihrten Reaktoren modellierte den
Riihrreaktoren mit Kolbenstroemung. Das Hauptfermen-
tationsprodukt waren niedrige fliichtige Fettsduren
[NFF) (analysiert mit Hilfe von Gaschromatographie).

Die Wachstumskinetik der Bakterien war in [berein-
stimmung der Andrewsschen Kinetik, aber mit praktisch
unbedeutender K. [Konstante der Substratlimitation), wie
folgt: p = umKy[Kp + P) -1, und die NFF Produktionsrate
dP/dt = adX/dt + b X = (apu + b)X. Die Wachstums- und
Produktionsparameter waren temperaturabhingig. Die
Unterschiede zwischen modellierten und experimentellen
Konzentrationen der Biomasse und der Produkte hielten
sich im Bereich von 1—3 %.



