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V predchazejici praci [1] jsme pojednali o vyznamu
specifické spotPeby kysliku (Yosx) a respiratnim kvo-
cientu (RQ) pFi aerobni syntéze kvasni®né hmoty 2z eta-
nolu. Odvodili jsme teoretické vztahy pro zdvislost mezi
vytéznosti, tvorbou vedlej¥ich produktd, specifickou spo-
tfebou kysiiku a respiraénim kvocientem. V této praci
jsme se zamg&Fili na praktické ovéfeni platnosti odvo-
zenych zavislosti.

Materiily a metody

Kultivatni pokusy byly provddény v chzmostatu a do
vypodtit byla brdna méfeni v ustdleném stavu. Pokusy
v jednorazové kultivaci nejsou pro tyto utely vhodne,
protoZe v rdznych rastovych fazich je Zplisob Zpraco-
vani zakladniho substratu zna&nd rozdilny [2].

Ke kultivaci se pouZivala kvasinka Candida utilis
kmen & 49 ze shirky VOKPS, pouZivana pfi priimyslové
vyrob& kvasnic ze syntetickeho etanolu. Inokulovala se
pasta ziskand pfi udrZovdni provozniio kmene ve skle-
nénych laboratornich tancich s plnénim 15 1. Pasta se
skladovala pii 5°C nejdéle 1 tyden. Pro pfipravu kulti-
vatni phdy se pouZival zasobni roziok soli — 10 g si-
ranu amonného techn., 35 g siranu hofenatého techa.,
1 g siranu zine¢natého techn. 50 ml technické kyseliny
fosforeéné 80% a 70 ml 40% techn. louhu draselného se

rozpusti a doplni vodovodni vodou na 1 litr. K pripravé
kultivaténi pidy se pouZije 20 ml zasobniho roztoku soli,
pFida se 0,5 g siranu amonného, 0,5 g popela z lihovar-
skych zahu¥t&nych vypalki (predem se rozpusti v 1 ml
konc. kyseliny solné), zFedi se, pH se upravi na 4 lou-
hem, pfidd se potiebné mnoZstvi syntetického surového
lihu a doplni se vodovodni vodou na 1 litr.

Fermentace se provadéla v laboratornim sklen&ném
tantiku vyrobeném ve Vyvojovych dilndcn CSAV pro
kontinualni kultivaci. Z plvodniho zafizeni se pouZival
pouze fermentaéni tanéik s pohonem a stojanem. Sché-
ma kultivaéniho a méFiciho zafizeni je na obrdzku 1.

PFi kultivaci byly udrZovany tyto zédkladni parametry:
teplota 30°C, mnoZstvi vzduchu 1 litr/min, plnéni 1 litr,
pH 4. Otatky michadla 1100 aZ 1200 ot/min a uvedeny
priitok vzduchu zajistovaly prenos kyslikn charakterizo-
vany Kra = 1000/h.

Pfed zahajenim priitoku probfhala jednordzova kulti-
vace s pocatetni koncentraci 4 g kvasnitné suSiny/litr.
V tanéiku byl 1 litr kultivaéniho media bez lihu, fermen-
tace byla zahajena s 5 ml lihu, dal3i etanol byl davko-
van podle zmény koncentrace rozpuiténeho kysliku [3].
Jakmile stoupla koncentrace ¥vasniéné suliny o 1 aZ
2 g/l nad rovnovéZnou koncentraci odpovidajici mnoZstvi
lihu v médiu, byl zahajen pritok. Pri vdech fermenta-
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cich se koncentrace lihu a pritok volil tak, aby rist
nebyl limitovdn kyslikem.

Obr. 1. Schéma fermentaénihe zarizeni

1 — pH-elektroda, 2 — regulacni pH-metr, 3 —
elektromagneticky ventil, 4 — byreta s NH;, 5§ —
kyslikova elektroda, 6 — oxytest se zapisovalem,
7 — nadrZ s piidou, 8 — mikroferpadlo pFitoku
pldy, 9 — membranové &erpadlo, 10 — plynomér,
11 — teplomér, 12 — ultratermostat, 13 — mikro-
¢erpadlo odb&ru suspenze, 14 — néadrZ na kvas-
ni¢nou suspenzi, 15 — membranové <¢erpadlo,
16 — analyzator plynil

V porovnani s pfedchdazejici praci [2] byla zv§Sena
presnost méfeni vzduchu a koncentrace kysliku a Kkys-
litniku uhli¢itého ve vydechu. MnoZstvi vzduchu bylo
korigovdano kaZdé 4 hodiny na normalni podminky pfi
souCasné registraci tlaku a teploty vzduchu. Koncentra-
ce plynii ve vydechu byla mé&fena pfFistroji Junkalor
s rozsahy 15 aZ 21 % kysliku a 0 aZ 6 % kysliéniku
uhli¢itého a chyby pfistroje byly korigovdny podle pra-
ce [4]. Koncentrace rozpu$téného kysliku se mérila a
registrovala pfistrojem Oxytest (VD CSAV). Stanoveni
etanolu, kvasni¢né suSiny, kyseliny octové a sloZeni bio-
masy bylo stejné jako v pFedchézejici préaci [2].

Vysledky méfeni, stejn& jako viechny korekce byly
zpracovany na po¢itafi Tesla 2000. Soufasné byla pouZi-
ta nova metoda statistického zpracovéni bilanénich dat.
PFi bilancovéni reaktoru, ve kterém probiha mikrobidlni
pfeména, se setkdvame s dv&ma pFitinami chyb. Jednak
jsou to vlastni chyby mé&reni (koncentraci a pritoki te-
kutin), dale pak chyby vyplyvajici z nesplnéni piedpo-
kladil o bilancovaném systému [neustdleny stav, neceka-
né dniky apod.). Pro mikrobidlni pFemé&ny je charakte-
risticky dalSi zdroj chyb — neznalost vZech latek
fi¢astnicich se pFemény, popfipadé nedokonald znalost
jejich elementdrniho sloZeni. Disledkem existence chyb
je, Ze data latkové bilance nevyhovuji zdkonu o zacho-
vani chemickych prvkli béhem reakce — fikame, Ze bi-
lan&ni data jsou nekonsistentni. Statistickému zpracova-
ni takovych dat byla vénovdna Fada pract §5—3]. V sou-
vislosti s na¥im vyzkumem byla vypracovana novd me-
loda statistického zpracovani bilanénich dat [10, 11],
kterd md proti dosavadnim metoddm né&které vyhody. Je
zvlast vhodnd pro pfipad nedplného bilancovéni, kdy
nelze bilancovat v8echny latky vyskytujici se v problé-
mu (napf. reak®ni voda, Zivné soli). Tato ‘metoda je

zaloZena na stechiometrickych vlastnostech minimélni
soustavy reakci [12] v daném systému latek, tj. nejmen-
Si soustavy linedrné nezdvislych chemickych reakci po-
staujicich k vyjadfeni jakékoliv chemické pFemdny
v daném systému latek. Metoda zahrnuje statistické vy-
rovnani bilanénich dat a posouzeni, zda nekonsistent-
nost dat lze vysvétlit pouze nahodnymi chybami, nebo
zda jsou data zatiZena i chybami systematickymi, po-
pripadé hrubymi.

Vysledky a diskuse

Naméfené a korigované -hodnoty byly pouZity a zpra-
covany pcdle vztahli odvozenych a diskutovan§ch v prv-
ni €4sti tétc préce [1]. ZaméFili jsme se pouze na spe-
cifickou spotfebu kysliku a respiracni kvocient. Hodno-
ty, ziskané z pokusi, které probihaly bez v&tSich zdvad,
jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1
Vytéznost Spec. spotfeba 0, Respiraéni
Cislo [g/100 g] [s/el kvocient RQ
kultivace |7 | v_ g i ‘T
zmérend ‘z:::é zméfena ‘3:]:; zméfeny vg::fr
2 716 ‘ 75,7 1.35 | 1,42 r 0,42 ‘ 0,42
3 65,8 68,3 1,76 1,73 0,39 0,46
4 61,5 60,3 2,03 | 2,04 0,47 0,48
5 71,6 | 70,9 1.54 | 161 0,50 0.47
6 72,5 74,0 1,45 | 1,50 0,41 | 044
= 71,0 707 | 160 | 1,63 042 | 045
8 674 | W7 | 157 | 162 0,44 J 0,45
9 71,2 70,0 1.58 1,64 0,45 0,44
18 I 102 69.7 | 1,67 | 166 0,42 0,46
20 | 698 708 | 162 1.62 040 | 045
21 | 6956 705 [ L7 1,63 040 | 045
| | |

Jednou z nejdiileZitéjSich hodnot sledovanych p#i kul-
tivacich je vgtéZnost. V nasich experimentech se pfi kul-
tivacich bez tvorby kyseliny octové pohvbovala vytéz-
nost v intervalu 68,3 aZ 75,7 %. Horni hranici intervalu
je vysledek ziskany pfi kultivaci € 2 pfi neustdleném
stavu a tedy zatiZeny vé&t3i pravdépodobnosti chyb. Vy-
nechame-li tento vysledek, je interval vytBZnosti fermen-
taci bez tvorby kyseliny octové 68,3 aZ 74,0 %. Priim#r-
nd vytdznost statisticky zhodnocend je 70,21 26 %. Vy-
téZnost ve fermentaci s tvorbou kyseliny octové je pod-
statné niz&i — 60,3 %. VytdZnosti uvedené v tomto od-
stavci jsou z nejvy3Sich, jaké byly kdy publikovéany.
Oura [13] na syntetickém médiu pln& dotovaném vita-
m’ny, riilstovymi latkami a stopovymi prvky dosahl vy-
tézncsti 70,4 % na vyuZity etanol. V patentu firmy Stan-
dard Oil [14] se uvad@&ji hodnoty 70,3 aZ 72,1 % pro fer-
mentaci limitovanou etanolem. Praktické vysledky bu-
dou za stejnych okolnosti pravdépodobné& niZz$i o zapo-
¢itani nevyuZitého etanolu. Na vyt&Znost ma dale vliv
koncentrace kvasnitné suSiny a koncentrace rozpusté-
ného Kkysliku. Ob& hodnoty mohou v nékterych pfipa-
dech vzdjemn& souviset. Jednd se zejména o pramyslové
fermentace, které jsou vesmés vedeny v limitu kysliku.
Témito pfipady jsme se v rdmci této priace nezabyvali.
Nicméné i zde bylo prokdzdno (fermentace &. 3), Ze pfi
vys51 kencentraci kvasnitné suSiny i za prebytku roz-
pusténého kysliku vytéZnost klesa.

Respiraéni kvocient RQ mé p¥i tvorb& kvasniéné hmo-
ty z etanolu hodnoty v intervalu 0,39 aZ 0,50. Uvedené
vysledky i zévislost RQ na vytéZnosti a tvorb& kyseliny
octové potvrzuji hodnoty odvozené v piedchéazejici pra-
ci [1]. Soulad mezi vypoCtenymi a experimentdlnimi vy-
sledky je ziejmy z obrdzku 2.

Velmi dilleZitou veli¢inou sledovanou p¥i aerobnich
fermentacich je spotfeba kysliku na tvorbu biomasy.
Specifickd spotieba kysliku Y /x tzce souvisi s v§t&Znos-
ti, jak ukazuji teoretické vztahy vypoCitané v predchd-
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Obr. 2. Zévislost respiraéniho kvocientu na vGtéZnosti
{g kvasnitné suSiny na 100 g etanolu)
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Obr. 3. Zdvislost specifické spotieby kysliku (g O, na g
kvasniéné suliny] na vgtéinosti (g kvasniéné su-
Siny na 100 g etanoluj

zejici praci [1]. Experimentdlni vysledky uvedené v ta-
bulce 1 jsou vyneseny do grafu na obrdzku 3, kde je
soufasnd Carkovan® uveden teoreticky vztah mezi vytéZ-
nosti a specifickou spotfebou kysliku. Z grafu vyplyva,
7e votlina udaji velmi dobfe plni teoreticky pFedpo-
klad. Vyjimkou jsou body kultivaci & 2 a 8 z di-
vodii, které jsou uvedeny vy3e. Teoretické zdvislosti od-
vczené v prechézejici praci [1] byly potvrzeny a lze jich
vyuZit prakticky. Vztah mezi specifickou spotfebou kys-
liku a vf§téZnosti je velmi dileZity pro projekini a eko-
nomické vypoéty. Pro priim&rné sloZeni kvasnitné bio-
masy (47,06% C, 7,09% H, 31,37% 0O, 915% N, a
5,23 0o popela) a pro kultivaci bez vyznamnéjsi akumu-
lace kyseliny octové plati uZitetny vztah

(1)

Yoix = — 136,

YX,!'S

kde Yo/x je specifickd spotfeba kysliku v g O;na gram
kvasni¢né suSiny

Yyx;s — vytéZnost v g kvasnitné suliny na 100 g

etanolu.

Dostupné literarni tdaje o specifické spetfeb& kysliku

pfi tvorb& kvasniéné hmoty z etanolu [15, 16] jsou uve-

deny téZ na obrdzku 3. Oba tdaje se pribliZuji teoretic-

kému vztahu, podobné jako naSe vysledky. PFi vyznam-

n&jsi tvorbg a akumulaci kyseliny octové, je nutno spo-

tfebu kysliku sniZit podle vztahu 2

208 (2)
— 1,36 — 1,06 STAc,

Yo/ix = Yx/s
kde STAc je specifickd tvorba kyseliny octové v g ky-
seliny octové na 1 g biomasv.
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Rut, M. - Madron, F. - Stros, F.: Specificka spotieba kys-
liku a respiraéni kvocient pFi vyrobé kvasniénych bilko-
vin z etanolu. II. Porovnani odvozenych vztahii s expe-
rimentidlnimi hodnotami. Kvas. pram. 22, 1976, ¢. 12, s.
272—275.

Byla prokéazdna shoda mezi teoreticky odvozenymi
vztahy pro vytéZnost a specifickou spotfebu kysliku a
experimentdlnimi hodnotami t&chto dileZitych bilanc-
nich veliéin. Pro kontinudlni kultivaci limitovanou sub-
stratem plati vztah: specifickd spotfeba kysliku = 203/
vytéZnost — 1,36. Pokud se pfFi fermentaci akumuluje
vEtsi mnoZstvi kyseliny octové, je tfeba pro vypocet spe-
cifické spotieby kysliku pouZit korigovaného vztahu:
specificka spotfeba kysliku = 208/vyt&Znost — 1,36 —
1,06 STAc (STAc je pofet gramil vytvofené kyseliny octo-
vé na gram vytvorfené biomasy). Oba vztahy jsou uZitec-
né pfi prejekénich a ekonomickych vypoctech.

Pyr, M. — Magpon, ®. — lltpoc, P.: ¥YaeasHoe notpedae-
HHE KHCJ0pOda M [AbiXaTeJbHbii K0o3()GHLUHEHT, XapakTepHu-
3YIOIHEe NPOM3BOJACTBO JAPOMIKEBbIX OGEJKOBBIX BELIECTB W3
3taHoaa. 2-as uyactb. CpasHeHue TeoperHueckux dopmya
C 3KCMepHMeHTaNbHbIMH AaHHbIMH. KBac. npym., 22, 1976,
No 12, crp. 272—275.

Pesy/ibtathl 3KCNEPHMEHTOB, MPOBE/ICHHBIX ABTOpPAMH J10-
Ka3a/JH HX COBNajeHHe ¢ TEOPETHYECKHMH (DOPMy.JaMH, Bhl-
BeJeHHBIMH JAS pacyera -BbIXoZa Oe/KOBBIX BelLeCTs
n nortpefiaeHns Kuciaopona. HenpepsiBHoe KyJ/bTHBHPOBaHHE
B JaHHOM KOJHYecTBe H BHAe cy0cTpaTta MOMKHO BHIPA3HTh
nocpeacTBoM (OPMY.JB: YieadbHOe NOTpebJeHHe KHCI0pO-
na = 208/sbixon — 1,36. Ecam B xone cOpakKHBaHHA Ha-
KonJsercss GOJbLIOe KOJHYECTBO VKCYCHOH KHCJIOTHI, Heol-
XOAHMO TPHBEIEHHYIO OPMYJIY 3aMEHHTH KOPPHTHPOBAHHOM,
T. e.: ylneinHoe mnotpebaenne kueaopoaa = 208/sHxon —
1,36 — 1,06 STA ¢ (STA ¢ = uHcja0 rpaMoB obpa3osasiueii-
csl YKCYycHOH KHCJOTBL Ha | rpam GHOJOTHYECKOH Macchl).
IMpusenennbie GOPMYJB 130T MOJE3HYIO H LEHHYIO HHOp-
MaUHIO 118 [IPOeKTHPOBAHHA H 3KOHOMHUYECKHX pacyeror,

Rut, M. - Madron, F. - Stros. F.: Specific Oxygen Con-
sumption and Respiration Quotient in Mannfacturing
Processes ef Yeast Proteins Made irom Ethanol. Part il
Comparison of Theory with Experimental Data. Kvas.
prim. 22, 1976, &. 12, pp. 272—275

It was proved the agreement of theoretical formulas
derived in the previous paper for yield and specific
oxygen consumption with experimental values of these
very important balance characteristics. For continuous
cultivation under limit of substrate following formula
is applicable: Specific oxygen consumption = 208/yield —
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— 1,36 (g O, per g biomass). In case of significant
acetic acid accumulation corrected formula must be
used: Spec. oxygen consumption = 208/yield — 1,36 —
— 1,06 A, where A are grams of acetic acid produced
per gram of biomass formed. The both formulas are
usefull for project and economical calculations.

Rut, M. - Madron, F. - Stros, F.: Der spezifische Sauer-
stoffverbrauch und der Respirationsquotient bei der
Erzeugung ven Hefeeiweil ans Athanel. II. Vergleich
der theoretisch abgeleiteten Beziehungen mit den expe-
rimentalen Werten. Kvas. pram. 22, 1976, No. 12, S. 272—
—275

Es wurde die Ubereinstimmung zwischen den theore-

tisch abgeleitelien Beziehungen fiir die Ausbeute und
den spezifischen Sauerstofiverbrauch und den Experi-
mentalwerten dieser wichtliger Bilanzparameter be-
wiesen. Fiir die kontinuierliche, durch das Substrat
limitierte Kultivation gilt die folgende Beziehung: spe-
zifischer Sauerstoffverbrauch = 203/Ausheute — 1,36.
Wenn bei der Fermentation eine grdssere Menge der
Essigsdure akkumuliert wird, mud fir die Errechnung
des spezifischen Sauerstoffverbrauchs die folgende
korrigierte Beziehung angewandt werden: spezifischer
Sauerstoffverbrauch = 208/Ausheute — 1,36 — 1,06 STAc
[STAc gibt die Zahl der Gramme der gehildeten Essig-
sdure pro Gramm gebildeter Biomasse an). Beide Be-
ziehungen konnen mit Vorteil bei Projektions- und
¢konomischen Berechnungen appliziert werden.



