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Vyvoj bioreaktorov pre acrébne procesy sa Soraz viac zame-
riava na cirkulacné typy. Ticto sa v porovnani s klasicky mieSa-
nymi rcaktormi vyznacuji vysokym Stihlostnym pomerom
(11/D=7 aZ 12 oproti 1I/D=1 aZ 2 pri klasickych bioreaktoroch),
definovanym pridenim kontinua (kvapalnej fizy) a dobrou
distribuciou plynu i tuhej [izy v celom objeme niplne. To mé za
nasledok intenzivnejsi prestup litky a vy3si narast biomasy [2, 3].

Cirkulacn¢ biorcaktory nachddzaji vzhladom na svoje
prednosti oraz viicSie uplatnenie vo vyrobe nizkomolekulirnych
mikrobidlnych metabolitov, pri produkcii proteinov pre potra-
vindrske a krmovindrske ucely, ako aj v acrébnom biologickom
Cisteni odpadnych vod.

UZivatela zaujima porovnanie jednotlivych typov bioreakto-
rov. Dobry prehlad v tomto smere publikovali Krebser a kol. 3],
ktori porovndvali pomocou biotestu v poloprevidzkovom
meritku (produkcia kvasinick Trichosporon cutancum) klasicky
kotlovy bioreaklor s mechanickym mieSanim -"stirred tank
reactor” (STR) a tri typy cirkulacnych biorcaktorov - cirkulacny
reaktor s ponornou dyzou "jet loop reaktor” (JLR), cirkulaény
reaklor s mechanickym mieSadlom - propcllcr loop reactor"
(PLR) a prsicncovy reaktor - lorus reactor” ('TR) z hladiska
Specifického prikonu P/V (kW.m’ ) rychlosli prestupu k¥5h’kd
OTR z bublin vzduchu do fermentacnej k\ apaliny (kgO2.m™.h ),
rychlosti produkcie biomasy ry (kg.m™ v ) a najvystiZnejSicho
parametra E = OTR/(P/V') , ktory vyjadruje mnoZstvo prestipe-
ncho kysllkn vztiahnutého na chnolku spolrcl)ov.mq encrgie
(kg 02kWh™). V tomto smere je vyhodny najmd JLR, ktory
ddva najvyssiu hodnotu E, vyznacuje sa technologickou flexi-
bilitou, pomerne jednoduchou konStrukciou a nie je vel'mi
nirofny na Gdrzbu. Je vhodny na kultivicie nevyZadujice
striktne aseptické podmienky, napr. na produkciu biomasy a na
biologické Cistenie odpadovych vod v stiesnenych priesto-
rovych podmienkach.

Cicl'om tejto price bolo testovat cirkulacny bioreaktor typu
JLR vyvinuty na Katedre chemickych a potravinirskych strojov
a zariadeni (KCHPSZ) Strojnickej fakulty STU v Bratislave [5,6]

v procese acrobnej produkcie biomasy kvasiniek Kluyveromyces

marxianus na sladkej srvitke. Tento proces je vyznamny
z hl'adiska cfektivneho vyuZitia srvitky, Ktord je v siCasnosti
v cclosvetovom meradle znacne problematickd pre Zivotné
prostredie, alebo sa vyuZiva milo clektivne, napr. ako zloZka
krmiv. PretoZe kvasinky Kluyveromyces marxianus su
vyznamnym mikrobialnym zdrojom fi-galaktozidizy, sledovali
sme aj jej produkciu. B-galaktozidiza tychto kvasinick je intra-
celuldrny enzym pouZivany v mlickdrenstve na vyrobu delakto-
zovancho mlicka a mlieCnych vyrobkov [4].

573663
MATERIAL A METODY
Schéma pouZitého experimentilneho zariadenia je na obr. 1.

Pozostiva z bioreaktora typu JLR o niplni 25 |. Zariadenie je v
podstate rovnaké ako v [5a 6], doplnené o rozbija¢ pien
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Obr.1  Schéma experimentdlneho zariadenia:
I-vonkajsia rara, 2-cirkulaénid rdra, 3-rozdel'ovac
vzduchu, 4-duplikitor, 5-odplyfnovacia hlava, 6-rozbijac
peny, 7-Cerpadlo, 8-vzorkovaci ventil, 9-kyslikova
sonda, 10-skleny teplomer, 11-rotameter, 12-redukcna
stanice, 13-biofilter, 14-rotameter, 15-U-manomeler,
16-skleny teplomer.
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pohdtiany elektromotorom PAL cez magneticki spojku prevzati
z laboratorného bioreaktora LB 10 vyvinutého tieZ na KCHPSZ,
skleny duplikdtor na temperaciu niplne, rozsirenie hornej Casti,
vzorkovag, kyslikovii sondu s analyzdtorom rozpusteného kysli-
ka a o termostat na temperdciu chladiacej (dohrievacej) vody do
duplikdtora. Zariadenie sme pred kultiviciou vysterilizovali
etanolom.

V procese kultivicie sme sledovali:

- prietok recirkulovanej naplne rotametrom

- prietok sterilného vzduchu rotametrom,

- tlakovi diferenciu na privode sterilného vzduchu U-mano-
metrom,

- koncentrdciu kyslika vo fermentacnej kvapaline kysli-
kovou sondou SOSP 51 A (Chemoprojekt Praha), signdl
bol vyhodnoteny reguldtorom kyslika 4-44-0 (Vyvojové
dilny CSAV Praha).

Na fermentdciusme pouZili kmeii Kluyveromyces marxianus
CCY 51-1-1. Kvasinky boli dlhodobo uschovivané na Sikmom
sladinovom agare pod parafinom pri teplote 4 °C. Odtial’ sme
kultiru preockovali na $ikmy agar so zloZenim: laktéza 20 g.dm”
kvasni¢ny extrakt (3F|ul.d Svajciarsko) 5 g.dm = agar (Oxoud
V Britdnia) 2 g.dm"
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Obr.2  Priebeh kultivdcie kvasiniek Kluyveromyces marxianus
v bioreaktore JLR za konstantného privodu kyslika.

Podmienky experimentu: teplota 31 °C, vzdusnenice 0,5
dm” vzduchu.dm™ média.min™", recirkuldcia média
25 dma.min"l, pociatoénd koncentrdcia laktozy 34,5
g.dm™, celkovy objem média 25 dm”, inokulum 10 %.

Inokulum sme pripravili v bankach o objeme 1 dm? s obsa-
hom fermenta¢ného média 0,4 dm?. Kultivicia v bankdch prebie-
hala pn (ePlote 28 °C na zavesnej rotacnej trepacke s frekvenciou
200 min~". Fermentaéné médium tvorila sladka srvitka (Milex
Senica), deprolcn novana ultrafiltriciou, do ktorej sme pridali
10§,dm siranu amodnneho a 2 g.dm™ kvasnicného extraktu.
Sterilizaciu sme uskutocnili v autokldve pri 120 °C pocas 20 min.

Celkovy objem média vo fermentore bol 25 dm”, z toho
inokulum tvorilo 10 %. Teplota bola 31 °C, resp. 34 °C. Pocas
prvej fermentécie sme vzdusnenie 0,5 vvm a recirkuldciu média
1 vvm udrZiavali kon3tantné. Vzdu$nenie pocas druhej fermenta-
cie sme zvySovali z 0,2 na 1,3 vvm, recirkuldciu média z 1,3 na
1,65 vvm.

SuSinu  biomasy stanovili

sme gravimetricky  po

predchddzajicom odstredeni buniek, premyti, rozsuspendovani

v destilovanej vode a trojhodinovom susenf pri teplote 70 °C.
Aktivitu B-galaktozidizy sme stanovovali v permeabilizovanych
bunkdch. Odstredené a premyté bunky sme rozsuspendovali

o 3 : : 5
v 0,05 mol.dm™ fosfore¢nanovom tlmivom roztoku (pH 6,5)

a permeabilizovali toluénom s vyslednou koncentriciou 1 % pri
laboratémnej teplote 20 min. Aktivitu enzymu sme stanovili
pomocou 2-nitrofenyl- f-D-galaktopyranozidu (2NPG, Lachema
Brno). Reakénd 7mcs obsahovala 0,05 cm pcrmeablllzovanych
bunick, 0,45 cm® 4 mmol.dm™ 2NPG v spominanom timivom
roztoku s pridavkom 0,1 mmol.dm” 3 MnCly. Reakciu sme po
4 min zastavili 0,2 mol.dm™ roztokom Na2CO3. Uvolneny 2 -
nitrofenol sme merali spektrofotometricky pri 416 nm [7].

Koncentriciu laktozy sme stanovovali metddou na stano-
venie redukujicich sacharidov pomocou kyseliny dinitro-
salicylovej [8].

Hodnoty pH v odoberanych vzorkdch sme merali na pH-metri
OP-211/1 (Radelkis, Mad'arsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Fermentaéni produkciu biomasy Kluyveromyces marxianus
v biorcaktore typu JLR sme sledovali za podmienok réznecho
vzduSnenia, recirkuldcie média a teploty. Na rozdiel od teploty,
ktord v rozsahu 31-34 °C mdlo vplyva na priebeh tejto kultivacie
[4,9], mnoZstvo spotrebovaného kyslika regulovaného vzdusne-
nim a recirkuldciou média, malo podstatny vplyv na rast biomasy

poz [°/s]
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Obr.3  Priebeh kultivdcie kvasiniek Kluyveromyces marxianus
v bioreaktore JLR za vzrastajiceho privodu kyslika.
Podmienky pokusu: teplota 34 °C, vzduSnenie 0,2-1,3
dm? vzduchu.dm™ média.mjn”, recirkulicia média 33
dm®min do 4 h a 41 dm>min”" po 4 h, poiatocnd
Lon(.c.mraud laktézy 34 g.dm’ 3, celkovy objem média
25 dm?® , inokulum 10 %.

a produkciu fB-galaktoziddzy. Priebeh fermentdcie, v ktorej
mnoZstvo doddvaného kyslika bolo udrZiavané na konsStantnej
hladine, je zndzorneny na obr.2. Koncentrdcia kyslika rozpuste-
ného v médiu klesla po 4,5 h prakticky na nulovu hodnotu, ¢o
spdsobilo limitdciu procesu kyslikom. V porovnam s vysledkami
dosiahnutymi v kldSlckych fermentoroch, ktoré st uvedené v tab.
1 [9], bola dosiahnuta vys$ia $pecificka rastovd rychlosl a vyta-
7ok biomasy, skritenic procesu na 9 h, ale niZSia hladina f-
galaktozidazy v bunkach. V dal3ej prici sme sa zamerali na
zniZenie limitdcie procesu kyslikom. Na obr.3 je znizorneny
priebeh kultivdcie, v ktorej sme postupne zvySovali vzduSnenie
z 0,2 na 1,3 vvm a recirkuldciu biomasy z 1,3 na 1,65 vvm.
Vysoké hodnoty recirkuldcie média rezultuji z konstrukcie stre-
dovej dyzy rozdel'ovada, ktord méd podstatne vySsi priemer ako
dyzy pouZivané vinych konstrukcidch. Limitdcia kyslikom nasta-
la aZ po 6 h, pricom kultivicia bola ukoncend prakticky uZ po 8 h.
Z obr.3 ako i tab. 1 vidiet, Ze tymto spdsobom kultivicie sme
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Tab. I Porovnanie fermentacnej produkcie biomasy a B-galaktoziddzy marxianus v réznych typoch bioreakigrov za réznych podmienok

Typ reaktora Objem Doba Teplota Vzdusnenie | Koncentricia Yxs Hexe B-galakto-
média kultivicie biomasy zidiza
[dm’] [b] [*C] [vwm] [gdm?) [-] (] [ukat.g"]
JLR 25 8 34 02-13 12,46 0,354 0322 1,47
JLR 25 9 31 05 9,50 0,261 0283 27
LF-2 22 10 34 05 731 0219 0263 10,07
EFC 24 1000 12 31 02 8,69 0,211 0214 12,63
LEFC 24 1000 10 31 0,2° 7,40 0,252 0251 8,67

+ bez limiticie kyslikom - rychlejsie oticky mieSadla

Laboratérny fermentor LF-2 (Vyvojové dilny CSAV Praha), poloprevidzkovy (EFC 24L Electrolux, Svédsko) s klasické miesané

bioreaktory, Yxs je vytaZzok biomasy zo substritu,
uEXp Specilickd rastova rychlost’v exponencidlnej fize

dosiahli vyrazné zvySenie §pecifickej rastovej rychlosti a vytazku
biomasy, skritenie doby procesu, ale aj dalSie zniZenie $peci-
fickej aktivity B-galaktozidizy v bunkich. Vykonané ispesné
pokusy napovedaji, Ze JLR je vhodnejsi na produkciu kvasniénej
biomasy neZ fermentory klasické, ale menej vhodny z hl'adiska
produkcic fi-galaktozidizy. Pravdepodobne je to zapricinené
lepSim prestupom kyslika v JLR, pretoZe lepsi prestup kyslika
spdsobuje zvySenic vytazku biomasy a pokles Specifickej aktivity
f-galaktozidizy [10].

Bioreaktory typu JLR by mohli ucinne prispiet k zaviidzaniu
biochemickych technoldgii v nendrocnych podmienkach pol'no-
hospodirskych a potravindrskych podnikov pri spracovani
rozli¢nych odpadov alebo vedlajSich produktov ako si srvitka,
melasa, Skrobnalté substrity. M6Zu sa vyuZit’ predovietkym pri
vyrobe mikrobidlnej biomasy pre l'udski vyZivu, krmovindrske
icely, na produkciu ¢istych kultir mikroorganizmov. TaklieZ sa
dajui vyhodne pouZit' na ziskavanie biomasy, hlavne kvasniéne;.
pre tcely jej frakciondcie na rézne bunkové komponenty, napr
bunkovy extrakt, bunkové steny, intracelulirne enzymy, poly-
sacharidy, fosfolipidy, steroly, iné lipidické frakcie a dalSic
biochemikilie.
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Chriastél, L.-Masura,S.-Vavrik,E.-Stredansky, M.-Sturdik, E.:
Cirkulaény bioreaktor typu JLR na progukciu kvasnicnej biomasy.
Kvas. prum., 39, 1993, ¢.1,5.7-9

Clinok zahriia vysledky fermentagngch testov novovyvinutého
cirkula¢ného bioreakiora s ponornou dyzou JLR o ndplni 25 dm™.
Vysledky pokusov zameranych na kultiviciu kvasinick Kluyveromyces
marxianus na srvitke ukazuji na vhodnost jeho pouZitia v procesoch, kde
je cicfom ziskat' biomasu efektivaym spisobom. Dosiahnuty vytazok
biomasy na subsirat bol 35.? % a Specificki rastovd rychlos( v expo-
nencidlnej [dze bola 0,322 h™.

Xpuawrean, A. - Maurypa, C. - Banpyx, E. - Crpeasncku, M.
- lrypaux, E.: [fupkyAayuonnnm nopeaxtop Tuna JLR
AAA MPOAYKYHM APOAKIKEBON Guomaccnr. Ksac. npym. 39,
1993, N°1, c1p. 7- 9.

Cratea BrAIOuaeT Pe3yAbTaThl (epMeyTAYHOHHBIX HCNBITAHMI
HOBOPa3paboTaHHOTO YHMPKY AR LHORHOTO 6uopeakTopa ¢
NOTPYXEHHLIM CONAOM C Hacaakoir 25 am”. Peayastarth
3KCMNEePHUMEHTOB, HArNpaBA€HHbLIE Ha Ky AbTHBUPOBaAHHE APOXKEI‘
Kluyveromyces marxianus na ciBoporke nokassisaior yaotHocTs
€ro NPUMEHEHHA B NPOYECCAX, JEABIO KOTophIX ABAAETCA NOAYYEHHE
Guomaccs agexTuBHBIM cnocobom. JOCTHXEHHBI BHIXOA
tuomaccel Ha cyGerpar cocTaBasA 354 96 u yAeAbHaA ckopocTs
POCTa B IKCNOHEHYMAABHOM (hase Gbina 0322 v .

(‘hriailel,l,.-Maiurn,S.-Va\‘n'k,E.-Slred‘.nsky',M.-ﬁlurl!ﬂt,E: Jet
Loop Reactor (JLR) for Biomass Produgion. Kvas.prum. 39, 1993,
No.L,pp7-9

The results of cultivation tests pcrfomg_-d in a plunging jet loop
reactor with the working volume of 25 dp” are described. The yeast
Kluyveromyces marxianus were cultivated in whey. The biomass yield
ichieved was 35.4 % and the specific growthrate in the exponential phasc
was 0.322h7. :

Chriastél,L.-Masura,S.-Vavrik,E.-Stredansky, M.-Sturdik, E.:
Zirkulations-Bioreaktor von dem Typ JIR fiir die Produktion der
Biomasse. Kvas.prum. 39, 1993, Nr.1,5. 7.9

Der Artikel behandelt die Ergebnisse der Fermentationsteste eines
neuentwickelten Zirkulali%ns-Biorcaktors mit der Eintauchdise JLR mit
ciner Fiillung von 25 dm™. Die Ergebnisse der Versuche, die auf die
Kultivation der Hefen Kluyveromyces margjanus auf Molke orienticrt
waren, zeigen die Eignung seiner Anwenduyg in Prozessen, wo das Zicl
in der effekiiven Biomasse-Gewinnung beseht. Die erziclie Biomasse-
Ausbeute auf Substrat betrug 354 % und die spczifisi‘hc
Wachstumsgeschwindigkeit in der exponengaler Phase war 0,322 h™,



