Úloha č. 14.
 Stanovení rychlosti rozpuštění kyslíku v živném médiu
Jméno, skupina 

                  e-mail


                    
          datum

úloha  č. 14.
Stanovení rychlosti rozpouštění kyslíku v živném médiu

Úvod: 

Kyslík je pro aerobní bakterie nezbytnou živinou, hraje roli konečného akceptoru v buněčných oxidoredukcích. Bez kyslíku aerobní bakterie nemohou přežívat.  

Rychlost spotřeby kyslíku bakterií je funkcí jeho koncentrace v médiu, podle rovnice :
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v...aktuální rychlost spotřeby kyslíku 

c...aktuální koncentrace kyslíku rozpuštěného v     médiu

Vmax ... limita funkce, maximální rychlost spotřeby při nekonečné jeho koncentraci

Kc....koncentrace kyslíku, při níž je v = 1/2Vmax (pro E.coli a 37°C Kc=3,10-4 mmolO2/l)
ck ...kritická koncentrace kyslíku
¨

Chceme-li zajistit definovanou aerobní kultivaci, nesmí konc. kyslíku klesnout pod kritickou hodnotu (ck), pod kterou již není chování kultury (z hlediska kyslíkového režimu) prakticky nezávislé na aktuální koncentraci rozpuštěného kyslíku (kyslík musí být stále v nadbytku, aby nelimitoval životní funkce bakterií). Maximální nasycená koncentrace kyslíku ve vodě Cm (při 37°C) je dána rovnicí:
Cm = H . pO2    

 

pO2 .... parciální tlak kyslíku (0,021 MPa); H...Henryho konstanta = 10,6 mmol/l 


Dosahuje tedy hodnoty Cm = 0,021.10,6 = 0,2226 mmol/l, což je množství, které rostoucí kultura bakterií spotřebuje za několik málo minut (viz hodnota Kc pro E. coli), kyslík tedy nelze rozpustit v médiu do zásoby jako jiné živiny a je nutno jej do kultury plynule přivádět. Typem aeračního zařízení je dána rychlost rozpouštění kyslíku v tekutém vodném médiu, kterou lze vypočítat dle rovnice:
dc/dt =  K (Cm - c)  


kde K [h-1] je konstanta úměrnosti zahrnující technické okolnosti aeračního způsobu. Rychlost rozpouštění kyslíku je tedy úměrná rozdílu mezi jeho maximální (Cm ) a aktuální (c) koncentrací, největší je když c=0   (dc/dt =K. Cm ) a nulová  když   c=Cm  (dc/dt = 0) 

Hodnota K je experimentálně stanovitelná, jednou z metod stanovení je siřičitanová metoda, viz dále.

V bakteriální kultuře probíhá souběžně rozpouštění kyslíku a jeho spotřeba. V nerostoucí suspenzi bakterií se systém postupně dostane do ustáleného stavu, kdy  se rychlost spotřeby rovná rychlosti rozpouštění, který lze vypočítat úpravou následující kvadratické rovnice a výpočtem hodnoty c:
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Nicméně v rostoucí kultuře navíc ještě přibývá bakteriální biomasa podle rovnice dx/dt = μx a proto vzrůstá hodnota Vmax . Výpočet rovnovážného stavu se tímto matematicky významně komplikuje, praktickým zjednodušením je výpočet  provést pouze pro nejméně příznivé podmínky, tedy situaci na konci kultivace, kdy je množství biomasy nejvyšší. Taková hodnota  bude pak více než dostatečná i pro všechny nižší koncentrace bakterií. 
Siřičitanová metoda stanovení rychlostní konstanty K 

· měříme rychlost oxidace roztoku siřičitanu simulujícího živné médium v daném vzdušněném kultivačním zařízení , katalyzátorem jsou měďnaté ionty

· v přítomnosti katalyzátoru je všechen kyslík okamžitě spotřebován na oxidaci siřičitanu na síran, tj. c = 0 a dc/dt = K. Cm   
· změřením rychlosti rozpuštění dc/dt a ze znalosti Cm  můžeme vypočítat K 

· rychlost rozpuštění kylsíku je rovna rychlosti tvorby síranu ze siřičitanu :


[image: image3.wmf]4

2

3

2

2

2

2

SO

Na

SO

Na

O

«

+


· tato rychlost se stanoví ze znalosti zbývající koncentrace siřičitanu jodometricky; přidá se definovaný nadbytek jodu a nespotřebovaný jod je stanoven retitrací thiosíranem (sirnatanem)
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· ze stechiometrie plyne, že :


1 ml 0,1N jodu je ekvivalentní 0,5 ml 0,1M SO32- , tj 0,05 mmolu SO32- a 0,025 
mmolu kyslíku


pro retitraci platí : 1 ml 0,1N Na2S2O3 je ekvivalentní 1 ml 0,1N I2
Cíl pokusu: 

Stanovit hodnotu rychlostní konstanty K (h-1) pro rychlost rozpouštění kyslíku v Erlenmayerových baňkách (objem 250 ml) s různým objemem kapaliny třepaných při 37°C 
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Postup:

· 150 ml 0,7 N Na2SO3 (simuluje médium) čerstvě připraveného vytemperovat na 37°C

· přidat 0,3 roztoku CuSO4, zamíchat

· udělat první odběr pro t0  (0,5 ml)  ... hodnota bude společná pro všechny systémy
· zbytek roztoku  rozdělit do baněk (o objemu 250ml) :





baňka 1 : 100 ml roztoku




baňka 2 : 75 ml roztoku




baňka 3 : 50 ml roztoku




baňka 4 : 25 ml roztoku
· „kultivovat“ za třepání při 37°C 

· provést dalších 6 odběrů (t1-t6) v intervalech 10 min (celkem 7 odběrů)
Zpracování vzorku:
· před vlastním pokusem stanovíme faktor sirnatanu: 5 ml jodu titrujeme thiosíranem (sirnatanem), výpočet : f = 5/titr      
· do titrační baňky odměřit přesně 5 ml 0,1N jodu do kterého pipetujeme odebraný vzorek, zamíchat
· přidat 1 ml roztoku škrobu  (indikátor) 
· ihned titrujeme 0,1N thiosíranem 
Sestrojit pro každou baňku tabulku:

	Objem vzdušněného roztoku ... ml

	čas (min)
	ti (ml)
	Ti(ml)
	d (ml)
	Dt (ml)
	c (mmol.l-1)

	0
	...
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	


t.........
čas odebrání vzorku

ti.......
titrace (ml 0,1N thiosíranu)

Ti......
titrace násobená faktorem f (ml 0,1N thiosíranu)

d........d=5,0-Ti ; ml jodu spotřebované siřičitanem 

Dt......
d0 – dt  (rozdíl d v čase nula a v čase t); ml 0,1 N thiosíranu, resp. 0,1 N jodu odpovídající siřičitanu oxidovanému za čas t na síran

c........ c= Dt  .0,025.2000 ; množství spotřebovaného kyslíku (1 ml 0,1N je ekvivalentní 25molům kyslíku )  , teorie viz skriptum 
!! tabulky musí být přehledné, všechny zkratky vysvětleny, hodnota faktoru zaznamenána
Sestrojit graf : vynesení veličiny c (mmoly spotřebovaného kyslíku) jako funkce času
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· pro každou baňku (4 grafy se stejným měřítkem )

· pro každou baňku určit směrnici přímky (přímka musí procházet nulou!), vyjádřit v mmolech spotřebovaného kyslíku na litr kultury za hodinu (tj. stanovíme rychlost rozpouštění kyslíku dc/dt ) 

· ze znalosti dc/dt a hodnoty Cm (mmol/l) vypočítat rychlostní konstantu K (h‑1)

Sestrojit tabulku :
	Baňka
	objem roztoku (ml)
	rychlost rozpouštění dc/dt (mmol O2.l-1.h-1)
	rychlostní konstanta K (h-1)

	1
	100
	...
	...

	2
	75
	 
	 

	3
	50
	 
	 

	4
	25
	 
	 


Sestrojit graf : závislost hodnoty K na počátečním objemu kapaliny v baňce
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· proložit vhodnou funkci (která nenabývá hodnot pro záporná čísla), rovnici křivky zaznamenat 

Závěr a diskuse výsledků:  vlastními slovy shrnout výsledky experimentu, diskutovat dosažené výsledky, případné odchylky či chyby. 
Zodpovědět otázky ze skripta !!
1. Ze sestrojeného grafu odečtěte jak velký objem kultivačního media měl být v Erlenmayerově baňce, aby K=300 h-1.

2. Je-li suspense nerostoucích bakterií vzdušněna a koncentrace vzdušněného kyslíku je již v ustáleném stavu a činí c´=0,12 mmol/l a je-li K=100 h-1 a Cm=0,22 mmol/l, jaká je rychlost rozpouštění kyslíku (rovnající se rychlosti spotřeby kyslíku bakteriemi)?

3. Je-li K=100 h-1, respirační aktivita nerostoucí suspense bakterií v aerovaném roztoku QO2=448 µl O2.h-1.mg-1, Cm=0,2226 mmol/l, kritická koncentrace, pod kterou nesmí koncentrace kyslíku klesnout činí ck=0,0076 mmol/l a celý systém je  ustáleném stavu co do koncentrace kyslíku, jaká největší smí být koncentrace biomasy x g/l, aby rovnovážná koncentrace rozpuštěného kyslíku nebyla menší než ck?

4. Máme-li rostoucí kulturu a jsou-li v platnosti stejné parametry kultivace biomasy jako v předcházejícím případě a víme, že růstový výtěžek na spotřebovanou glukosu, která je limitující živinou, činí Y=0,54g bakterií na g spotřebované glukosy, jaká je největší koncentrace glukosy s (g/l), která smí být v živném mediu použita?
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