Specificka spotFeba kysliku a respiracni kvocient
pri vyrobé kvasnicnych bilkovin z etanolu

. Teoreticka cast

Ing. FRANTISEK MADRON, Chemopetrol, Vyzkumny tstav anorganické chemie, Usti n. L. - Ing. MIROSLAV RUT -
Ing. FRANTISEK STROS, CSc., Vyzkumny dstav krmivarského prémyslu a sluZeb, oddé&leni mikrobialnich vyrob,

Praha

Uvod

DileZitymi velic¢inami charakterizujicimi proces aerob-
ni syntézy hbiomasy jsou specificki spotfeba kysliku
[1 g kysliku spotiebovany na vznik 1 g biomasy) a re-
spiraéni kvocient (moly kysli¢niku uhbliCitého / vzniklé
moly kysliku spotfebované).

Specificka spotfeba kysliku (dale Yoyx) je jednim
z nejdileZit€jsich faktort ovliviiujicich ekonomii v§roby
jednobunéénych bilkovin [1]. PFi zadané kapacité vy-
rcby uruje poZadavky na rychlost prestupu kysliku a
aeraci fermentadni €asti vyroby. Kromé toho je ji pii-
mo umeérné fermentacni teplo [2], které se musi odvést
chlazenim. PFi vyrob& krmnych kvasnic z etanolu pred-
stavu)i nédklady pfimo dmérné Yo x (fermantace, aera-
ce a chlazenf) pfibliZn& 45 Y% z investi¢nich néakladl a
stejnou &ast nakladl na energie [3]. Informace o spe-
cifické spotfebé kysliku maji za téchto ckolnosti klio-
vy vyznam pFi projekei véroben jednobun&cnych bii-
kovin.

Respiraéni kvocient (dédle RQ) je cennym ukazatelem
a¢innosti pfemZny substratu na produkty fermentace.
Vzhledem k tomu, Ze tuto velifinu lze snadno automa-
ticky zjistovat (analyzatory plvnt opoustéjicich fermen-
tor) [4], pfedpoklada se, Ze bude mit vyznamny vliv pki
nepfetrzité kontrsle fermentacnich pochodd.

Cilem této prace je uvést naSe zkuSenosti z teoretic-
kého i praktického studia tohoto okrubu problémi pri
syntéze kvasnifné biomasy z etanolu.

I. Teoreticka £ast

Specifickd spotfeba kysliku a respirani kvocient
zdvisi na sloZeni substratu a biomasy, vyt&Znosti a tvor-
bé pFipadnych vedlejSich produktd fermentace. Pro od-
vozeni teoretickych vztahit mezi ¥Yoyx a RQ na jedné
stran& a ostatnich veli¢in na strané druhgé, je tfeba
formulovat pokud moZno nejpfesné&ji vychozi latky a
produkty fermentace. Uvodem je tfeba poznamenat, Z2
termin ,latka“ bude déle pouZivan v ponékud SirSim vy-
znamu, neZ je v chemii b&Zné. Nepijde zde o hmotu
sklddajici se z moclekul stejného druhu. Pro naSe ucely
definujeme latku poné&kud Sifeji jakn hmotu, jejiz ele-
mentarni sloZeni lze za jistych, piredem stanovenych
okolnosti povaZovat za konstantni. Proces, pri kterém
v mikroorganismech vznikd z jednoduchych latek sloZi-
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td organickd hmota, je neobycejné sloZity a nadéji na
GUspéch ma pouze takovy pfistup, kterému se podafi
podstatné sniZit pofet v problému se vyskytujicich pro-
ménnych i za cenu jistych nepfesnosti a nedfslednosii.

Vijchozi latky. UvaZovany proces vychazi z jediného
zdroje uhliku — etanolu. Déle jsou k ristu mikroorga-
nismil nezbytné anorganické Ziviny — kyslik, dusik (ve
form& NH;3) a Zivné soli. Zivné soli predstavuji souhrn
anorganick§ch soli nezbytnych k ristu mikroorganismi.
Pocet chemickych prvkd nezbytnych k riistu jde vEetné
stopovych prvkd do desitek a zabyvat se sloZkami Ziv-
nych soli jednotlivé by zfejmé pro nase potfeby nebylo
Gicelné.

Produkty fermentace jsou anorganické a organicke.
Z anorgenickych jde o produkty oxidativhiho metabo-
lismu — kysliénik uhli¢it§ a vodu. Organické produktv
jsou hlavni, tj. biomasa, a vedlejdi produkty fermenta-
ce. Zabfvejme se nejdfive biomasou. V tomto pfipadé
jde o liatku s proménnym clementarnim sloZenim. Ele-
mentarn! sloZenf biomasy zdvisi na Fad& faktord (druh
mikroorganismu, substrdat a podminky Kkultivace jsou
nejdilezitdjsi). Pokud pracujeme s koantinudlni kultiva-
mé&nnou ovliviiujici sloZeni biomasy zfedovaci rychlost
(resp. ji odpovidajici specifickd rfistovd rychlost].
Z publikovanych vysledkt zavislosti sloZeni biomasy na
zFedovaci rychlosti jsou pro nas nejcenné€jSi vysledky
prdce Mora a Fiechtera [5], ktefi kontinualne Kkultivo-
vali §. cerevisiae na etanolu. Z podrobného statisticke-
ho rozboru jejich vysledkd, ktery jsme provedli v pfed-
chozi praci [6], vyplynuly tyto zavéry:

1. mezi obsahem dusiku a zFedovaei rychlosti existuje
vyraznda linearni zavislost,

2. u obsahu C, H a P v kvasinkdch nebyla prokdzdna
zavislost na ziedovaci rychlosti,

3. zmé&ny obsahu dusiku v kvasinkédch jsou kompenzo-
vany ponejvice zménami v obsahu kysliku.

je tfeba se zminit o vyjadfeni elementarniho
sloZeni hiomasy. Predpokladejme biomasu o sloZeni C %
uhliku, H % vodiku, O % kysliku, N % dusiko a Ah %
minerdlnich latek stanovenych jako popel. Vydélenim
téchto velitin atomovymi hmotnostmi jednotlivich prvki
(u popela potCitejme s atomovou hmotinosti 1) ziskame
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postupné veliiny 8, y, 6, ¢, p. SloZeni biomasy lze po-
tom vyjadfit sumdrnim vzorcem CgHyOsNecAhg, kde
Ah je fiktivni prvek o jednotkové atomové hmotd pfed-
stavujici anorganickou ¢&ast biomasy (ash]. Lze se pie-
svBdgit, Ze takto zapsana biomasa ma ,molekulovou
hmotnost™ 100.

Kromé vlastni aktivni biomasy se v problému vysky-
tuje dalsi sloZitd organickd hmota — €asti mrtvych bu-
néek, aminokyseliny, nukleotidy apod. O této sloZce, kte-
rd z valné ¢asti vznikd rozpadem bundk, lze pfijmout
predpoklad, Ze ma stejné elementarni sloZeni jako bio-
masa. Proti tomuto predpokladu je sice moZno vznést
namitky, tyto latky v8ak vznikaji v naSem p¥ipad& pouze
v malém mnoZstvi a timto pifedpokladem vnesend chyba
do celkové bilance je mala. V ostatnich vedlejdich pro-
dulktech fermentace, bylo zjisténo, Ze v podstatném
mnoZstvi vzniké pouze kyselina octovd [10].

Teoretické stechiometrické vztahy. Mozi v§Se uvede-
nymi ladtkami lze napsat dhrnnou stechiometrickou rov-
nici:

a; CH:OH + a; O, + a3 NH; + a; Ah =
= Cp H-,- Os N: A‘hw o as CHgCOOH + dy CO-_) + a; Hzo
(1]

Mezi stechiometrickymi koeficienty a, — a; lze ne-
psat pét bilanci prvki (C, H, O, N, Ah]), takZe lze volit
pouze dva stechiometrické koeficienty, popfFipadé jejich
kombinace. JestliZe budeme povaZovat za nezédvisle pro-
ménné vytéZnost ¥ (100/g etanolu spotiebované na 1 g
biomasy) a specifickou tvorbu kyseliny octové STAc
(g kyseliny octové vzniklé na g vzniklé biomasy), lze
v zévislesti na t&chto velifindch vyjadiit Yosx a RO

vztahy
652
Yoix =032 [w — 158 — 3.33STAc +——
¥ (2)
435
_Y— — f — 0,33 STAc
RQ = e
652
w — 158 — 3,33 STAc +
(3)
28—x+ 286+ 3E
kde o = =
4
Tabulka 1. Vlin vytéinosti na specifickou spotrebu

kysliku prFi rizné tvorbé kyseliny octové

Vtéinost I Specifickd tvorba kys. octové [g/g biomasy]
o/ 1
%l { 00 | o001 | 005 ; 0,10 l 0,50 | 1,00
1
[ | | |

40 390 | 3,88 384 | 379 | 3.36 2,83
45 | 332 | 331 3.26 3.21 278 | 225
50 | 285 2,84 2,30 275 | 232 1.75
55 | 247 2,46 242 237 | 194 1.41
60 216 2.15 2,10 2.05 1.62 1.09
65 | 1.89 1.88 | 1.84 1L78 | 1.36 0.82
70 1.66 165 | 161 1,55 1,13 | 0,59
75 1.46 1.45 1,41 1.35 0,93 0,39
80 1.29 1.2 ‘ 123 | 118 0.75 0,22
85 1.13 1,12 | 108 1.03 0.60 0,07
90 100 | 099 094 0.89 0,46

| |

Odvozeni téchto vztahli je moZno nalézt v predchozi
praci [3]. Hodnoty Yg/x @ RQ jsou pro oblast ¥ a STAc,
ktera pfFichazi v tdvahu, tabelovany v tahulkdch 1 a 2.
SloZeni biomasy bylo uvaZovdno stejné, jako v praci [6],
ti. 46 % C. 7 % H, 31 % 0, 9 % N, 7 % AH Teors-
tické vztahy obdobné rovnicim 2 a 3 byly pfedmétem
zajmu v fadé praci [7—8], v praxi se vSak dosud po-
suzuji & rezervou. Zabyvejme se nyni otdzkou, jaké jsou
hranice platnosti téchto vztahii.

0O platnosti zakladniho principu, z
téchto vztahQ vychazi, tj.

néhoZ odvozeni
zdkona o zachovani chemic-

Tabulka 2. Vliv vytéZnosti na respiraéni
riizné tvorbé kyseliny octové

kvocient pii

Vetéinost Specifickd tvorba kys. octové [g/g biomasy]
[%] 0,00 I 001 | 005 w 0,10 | 0,50 | 1,00
40 058 | 0,58 0,57 057 | 0.51 0,42
45 0,56 | 0,56 0,56 055 | 0,48 0,36
50 | 035 | 054 0,54 053 | 0,34 027
55 0,53 0,53 0,53 0,51 0,40 0,17
60 I 0,51 0.50 0,49 0,48 0,34 0,02
65 0,48 | 048 | 047 0,45 0,28
7 046 | 046 | 044 0,42 0,20
75 0,43 0,43 0,41 0,39 0,10
80 0,40 | 0,39 0,37 034 | [
85 0,36 0,36 0,33 0,30 | |
90 032 | 031 028 | 024 :

Tabulka 3. Zdvislost specifické spotieby
téznostt na siozeni biomasy

kysliku a vy-

SloZeni biomasy [%] v s
i e ST o sigec Gl Ly o/x g/g pHi Odch. Odch.
c L H ] o ‘ N | Ah Y=709% rel.
I ' I |
46 7 31 9 T 1,66 — —
43 ‘ T D 9 7 1.59 0,07 | —3,7
44 7 | 33 9 T 1,73 + 0,07 | +3,7
U R | 33 7 7 1,74 —002 | —1,1
46 7 29 11 7 1.67 +0,01 | +0,5
46 &8 | 30 9 7 157 — 0,09 | —4,7
46 6 | 32 9 7 1,75 + 0,09 I + 4,7

kych prvkii b&hem reakce, by v tomto pfipadé zfejmé
nebylo ucelné pochybovat. Hledejme tedy moZné zdroje
chyb v predpokladech, ze kterfch odvozeni vychazi.
Nejdfive sledujme vliv moZné chyby v elementdrnim
sloZeni bicmasy. V fab. 3 jsou uvedeny zavislosti Yoyx
na vyté¥nosti (STAc = 0) vypocitané jednak pro bio-
masu ,,primé&rného sloZeni“ [6] (prvni fddek v tabulce),
jednak pro biomasu se sloZenim odlisnfm — je ménén
obsah C a N vidy o £2% a H o *1 %, obsah kysli-
ku je pfitom vZdy upraven do 100 % (mé&n&né hodnoty
jsou oznaCeny podtrZenim). Ve sloupci ,,odch” je abso-
lutni hodnota odchylky Yqo,x vypolitand pro biomasu
stfedniho sloZeni a biomasu se sloZenim zm#nénym. Ve
sloupci ,,odch rel” je uvedena tato ndchyika v % z Yox
pro vyt&Znost 70 % a biomasu stfedniho sloZeni. Z ta-
bulky je vidét, Ze vliv elementarniho sloZeni neni v inter-
valu pravdépodobnych zmén ve sloZeni prilis vyrazny a
takto vznikld chyba je srovnatelnd s chybou spojenou
s pfimym mé&Fenim spotfebovaného kysliku [4]. Zvlasté
vyznamné je zjisténi, Ze teoretickda Yosx je malo citli-
va na zmény obsahu dusiku, které byvaji nejvyznam-
néjsi. Tento fakt ma pFifinu v podobném postaveni, ja-
ké oba prvky (dusik a kyslik]) v biomase maji (prvky

s nejvy3si elektronegativitou).

Daisim zdrojem chyb je nepfesné stanoveni vytéi-
nosti. Zavislost Yoyx mna vytéZnosti je znacna, strma.
Z tabulky 1 napfiklad vyplyvA, Ze sniZeni vyt&inosti
05 % ze 70 % na 65 9 znamena zvy3eni spotfeby
kysliku o 0.27 g/g, tj. o 14 %.

Naposledy zkoumejme chybu, které se dopustime,
jestliZze neuvaZujeme vSechny stechiometricky vyznamné
latky a predukty. Tento pfiklad lzz oviem t&Zko posu-
zovat obecn&, moZna chyba zdvisi jednak na mnoZstvi
nebilancované latky, jednak na jejim sloZeni. Pouze prn
ilustraci: pfi ¥ = 70% je pro tvorbu ¢&isté biomasy
Yo/x = 1,66 g/g. Pokud by se soufasnd hromadila kyse-
lina octova v mnciZstvi 0,1 g/g biomasy, skutefna speci-
ficka spotieba kysliku bude 1,55 g/g. Jako jedinou spo-
iehlivou metodu k objeveni tohoto druhu chyb je moZ-
no doporutit sestaveni tplné bilance uhliku. Pfipadny
uhlikov§ deficit miZe byt zndmkou ignorovdni nékteré-
ho stechiometricky vyznamnéhe produktu fermentace.
TotéZ plati i pro pfipad chybného urCeni vytéZnosti.
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K podobnym zav&riim by bylo moZno dospét i u respi-
racnihc kvocientu. V praxi plisobi ovSem vSechny tyto
vlivy soufasné a je obtiZné predem posoudit vérohod-
nost hodnot ziskanych za pouZiti teoretickych vztahd.
V daldi préci budou uvedeny vysledky Kkonfrontace
teoretickych stechiometrickych vztahfi s hodnotami zji3-
ténymi experimentalné.
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Madron, F. - Rut, M. - Stros, F.: Specifickd spotieba
kyslikn a respiratni kvocient pfi vyrobé kvasniénych
bilkovin z etano!ln. I. teoreticka €ast. Kvas. prim. 22,
1976, €. 9, s. 202—204.

Diskuse vyznamu specifické spotfeby kysliku a respi-
ratniho kvocientu pfi aerobni syntéze kvasni€né hmoty
z etanolu. Na zdklad& latkové bilance vzniku biomasy
jsou odvozeny teoretické vztahv pro specifickou spotfe-
bu kysliku a respiratni kvocient. Je zkoumén vliv slo-
Zeni biomasy, v§téZnosti a vedlejSiho produktu fermen-
tace na odvozené teoretické vztahy.

Mapapon, ®. — Pyt, M. — llUtpoc, ®.: ¥YneapHoe notpe-
GJeHHe KHCJIOPOJA W AbIXaTelbHbIH Ko3hgHIUHEHT, XapaKkTe-
PH3YylOUlHE TPOHM3BOJCTBO JAPOHOKeBLIX GEJNKOBBIX BellecTs
M3 3TaHona. l-am uyacte. Teopuwa. Ksac. npym., 22, 1976,
Noe 9, crp. 202—204.

B crathe paccmaTpHBaeTcs 3HaueHHe Y/AEJBHOIO NOTpe-
OaeHus KHCJIOPOLA M JABIXATeJbHOro Ko3dduiuenta, Kakoe
OHH HMeEIOT B Tnpolecce aspo0HOro CHHTe3a POXKIKEBOH
Macchl M3 3TaHona. M3 semecrBennoro Gananca ofpasoBa-
HHA GHOJIOTHUECKOil Macchl BBIBe/lleHBl TeopeTHUecKHe (op-
MyJBl JJIs1 pacyeTa YAeJdpHOro notpefJeHus KHCJA0poja
u AbixateasHoro koaddmuunenra. PaccmatpuBaercs BauMsHHE
cocraBa OHONOTHYECKOHl Macchl, BHIXOJa [JaBHOrO H Mo-
60YHBIX NPOAYKTOB GepMeHTdllHh Ha TeopeTHYecKoe BeJi-
YHHBI.

Madron, F. - Rut, M. - Stros, F.: Specific Oxigen Con-
sumption and Respiration Quotient in Manufacturing
Processes of Yeast Proteins Made from Ethanol. Part I.
Theory. Kvas. prim. 22, 1976, No. 9, pp. 202—204.

Importance of specific consumption of oxygen and
respiration gquotient for synthesis of yeast biomass
from ethanol is discussed. On basis of mass balance
theoretical formulas for specific consumption of oxygen
and respiration quotient were derived and influence of
biomass composition, yield and byproduct formation
was studyied.

Madron, F. - Rut, M. - Stros, F.: Der spezifische Sauer-
stoffverbrazeh und Respirationsquotient bei der Pro-
duktion von Hefeeiweif aus Athanol. I. Theoretischer
Teil. Kvas. priim. 22, 1976, No. 3, S. 202—204.

In dem Artikel wird die Bedeutung des spezifischen
Sauerstoffverbrauchs und des Respirationsquotienten
bei der aeroben Synthese der Hefemasse aus Athanol
diskutiert. Aus der Stoffbilanz der Biomassebildung
wurden die theoretischen Beziehungen fiir den spezifi-
schen Sauerstoffverbrauch und den Respirationsquotien-
ten deduziert. Es wurde der EinfluR der Zusammenset-
zung der Biomasse, der Ausbeute und des Nebenpro-
duktes der Fermentation auf die formulierten theore-
tischen Beziehungen studiert.



