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1. OvoD

Vyhody veéZovych vicestupnovych fermentorii pro
tvorbu biomasy z t&kavych substratd prokézaly pied-
chozi préace [1—7]). Je-li ethanol jedinym zdrojem uhli-
ku a energie, mohou jej kvasinky metabolizovat pouze
za aerobnich podminek. JelikoZ velikost aerace nega-
tivn& ovliviiuje pracovnf objem fermentoru a piisobi pro-
blémy s tvorbou pény, je tato studie zaméfena na sle-
dovéni vlivu zvy3eného parcidlniho tlaku kysliku na
rist a fyziologickou aktivitu bun&tné populace v jed-
notlivych stupnich v&Zového vicestupfiového fermento-
ru s ur€itym mezistupfiovym promichdvanim.

2. MATERIAL A METODY

2.1 Mikroorganismus a médinm

Pokusy se provadé&ly s kvasinkami Candida utilis é.
136 ze sbirky katedry kvasné chemie a bioinZeng§rstvi
VSCHT v Praze.

Kultivace se provddély v médiu tohoto sloZeni: 0,28 %
(NH4),S04; 0,10% K,SO,; 0,07 % (NH,);HPO,; 0,01
CaCl, . 2H,0; 0,02 % MgS0,.7H;0; 0,01 % NacCl; 0,02 %
kvasniéného autolyzdtu. Koncentrace syntetického etha-
nolu na podéatku jednordazové kultivace byla 2 %. Syn-
teticky ethanol byl jedinym zdrojem uhliku a energie
v médiu. Médium bylo sterilovdno pfi 120°C po dobu
30 min-a pfed zaoCkovdnim se kompletovalo piidavkem
ethanolu a roztoku MgSO,, ktery byl sterilovdn oddé&-
lené.

Postup pfipravy inokula byl popsdn v predchozi pré-
ci [4].

2.2 Za¥fzeni a kultivani podminky

Kultivace probihaly ve véZovém vicestupiiovém fer-
mentoru vybaveném méfenim a regulaci teploty, pH a
davkovanim meédia, jak bylo popsédno v pPedchozi praci
[4]. Také proces sterilace zafizeni byl popsédn dfive
(4.
Frekvence otdfeni michadel byla udrZovéna na kon-
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stantnf hodnot&. Parcidlnf tlak kysliku v aera¢nim ply-
nu se zvy3Soval smé&3ovdnim kysliku se vzduchem. Obje-
movy priitok plynné faze byl v3ak udrZovdn na

konstantni hodnoté ve vSech pokusech, aby se zajistily -

konstantni hydrodynamické poméry a plynova zadrZ
v jednotlivych stupnich fermentoru (8, 9].

V3echny kultivace byly provadd&ny za t&chto konstant-
nich podminek: zifedovaci rychlost vztaZend na jeden
stupen 0,3 h-!; pH 4,5; teplota 30°C a koncentrace
ethanolu v pfitoku Zivného média 50 g.1-1. Tyto pod-
minky byly zvoleny na zéklad& ptedchozich pokusi [4].
Pouze zékladni hodnota aerace byla niZ$i. Za té&chto
podminek byly rychlosti pfenosu kysliku v jednotlivych
stupnich fermentoru: v prvém stupni 230 mmol.1-1.h-1;
ve druhém stupni 198 mmol.1-1.h-!; ve tfetim stupni
145 mmol.1-1.h-1; ve &tvrtém stupni 73 mmol.l1-1.
.h—1 Tyto hodnoty byly stanoveny sifiitanovou meto-
dou.

Oc¢kovéni fermentoru a start kultivace byly stejné jako
v piedchozi préci [4]. Méfeni byla provdd&na v usta-
lenych stavech kontinudlni kultivace v jednohodinovych
intervalech. Vysledky v obrézcich jsou primérnymi hod-
notami 3esti stanoveni.

2.3 Analytické metody

Koncentrace su$iny biomasy byla stanovena gravi-
metricky. Vzorky se odstfedily a po dvojndsobném pro-
myti se sudily 1 h p¥i 70°C a 2,5 h pfFi 105°C.

Ethanol a acetat byly stanoveny metodou plynové
chromatografie [10].

Intraceluldrni koncentrace RNK byla ur&ena orcino-
lovou metodou [11].

Intraceluldrni koncentrace ATP byla stanovena ATP
testem UV (Boehringer, Mannheim, kat. 123 897). Tento
enzymovy test kvantitativn® reaguje nejen s ATP, ale
s GTP a UTP (CTP neddvd mé&ritelnou reakci) [12].
Vzorky bun&&né suspenze se zfiltrovaly a membréna
s buiikami se ponofila do 2,5% HCl0; na dobu 15 min
pFi teplotd mistnosti (extrakce). Poté byl roztok ne-
utralizovdn na pH 6,0 aZ 6,5 roztokem 1,5 M KOH. Po
10 min st4ni byla membréna vyjmuta a opldchnuta. Sra-
Yenina obsahujicf zbytky buné&k a krystaly KClO4 byla
odstranéna odstifedénim pii 13000 g po dobu 20 min pfi
teploté 4°C.

Hodnoty aktudlni a endogenni respirace a tvorby CO,
byly stanoveny pifimou Warburgovou metodou [4] v at-
mosféfe vzduchu. Manometrickd méfeni se provadéla
pii pH 4,5 a teploté 30 °C.

VytéZnost biomasy vztaZend na ethanol pro cely fer-
mentor byla vypoctena ze vztahu

Yxis = 7(4 / (S — E«1] .

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. Riistové charakteristiky

Obrdzek 1 ukazuje zmény koncentrace biomasy v jed-
notlivgch stupnich fermentoru. Hodnota Po, = 21 kPa
odpovida aeraci vzduchem. ZvySeni Po, z 21 na 33 kPa
nemélo Zadny vliv na koncentraci biomasy v 1. stupni,
protoZe rychlost pfenosu kysliku v tomto stupni byla
dostate¢nd jiZ pfi pouhé aeraci vzduchem. Ve 2. aZ 4.
stupni vedlo zvy3eni Po, k postupné eliminaci limitace
ristu kyslikem, coZ se projevilo vzristem koncentrace
biomasy v té&chto stupnich. Tenze rozpusténého kysliku
se méfila v kaZdém stupni polarografickymi elektroda-
mi Au-Ag/AgCl krytymi polypropylenovymi membréanami
[13]. M&Feni uké&zala, Ze pfi Poj < 33 kPa dochdzi k li-
mitaci ristu kyslikem alespoii ve 4. stupni. Je tedy pri-
tinou poklesu koncentrace biomasy ve vy33ich stupnich
limitace kyslikem a nikoliv flotace bun&k do pé&ny, jak
predpokléddali ve svych pracich Kitai et al. [1] a Goto
et al. [2]. Dalsim dikazem podporujicim platnost nega-
tivntho G&inku limitace kyslikem na koncentraci bioma-
sy jsou vysledky ziskané z pokusil s rozd&lenim pfitoku
ethanolu do vice stupiii fermentoru [14]. PFi pfekro-
¢eni Po, = 33 kPa nastal pokles koncentrace biomasy
ve viech stupnich. Nejvyrazngjsi pokles se projevil
v 1. stupni. Pfi¢inou poklesu byla inhibice ristu buné&k
vysokym parcidlnfm tlakem kysliku.

Priib&hy aktudlnich koncentraci ethanolu v jednotli-
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Obr. 1. Koncentrace biomasy v jednotlivijch stupnich ja-
ko funkce parcidlntho tlaku kysliku v aera&nim
plynu
(1) 1. stupefi, (2) 2. stupeil,, (3) 3. stupeil, (4) 4. stupefi.
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Obr. 2. Koncentrace ethanolu v jednotlivgch stupnicn

jako funkce parcidiniho tlaku kysliku v aeraé-
nim plynu (symboly shodné s obr. 1]

vych stupnich fermentoru jsou uvedeny na obr. 2. Po-

kles S; pfi zvy3enf Po, z 21 na 23 kPa nebyl doprovéa-
zen ani vzristem biomasy, ani koncentrace kyseliny octo-
vé (obr. 3) v médiu. Doslo v3ak k tvorb& kyselin s vice
neZ dvéma atomy uhliku v molekule, coZ se projevilo
vzriistem hodnoty respiraénfho kvocientu RQ z 0,45 na
0,57 (obr. 8) a vy33i spotfebou NaOH nutnou na udrZeni

konstantni hodnoty pH média. Soufasn& v 1. stupni
vzrostla endogenni respirace (obr. 7) a obsah ATP
(obr. 9). Prib&h koncentrace ethanolu v 1. stupni

ukazuje, Ze s rlstem Po, v plynné fazi klesd aktudlnf
koncentrace ethanolu tak dlouho, dokud se nedosdhne
horni kritické hodnoty Po;, kterd za danych podminek
Cinila asi 33 kPa. Pfi prekrofeni této kritické hodnoty
Po; do3lo k inhibici ristu vysokym Po,;, coZ vedlo
k vzristu aktudlni koncentrace ethanolu v médiu a tim
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k dvojnésobné substrdtové inhibici kombinaci Po, a
ethanolem v 1. stupni fermentoru. Inhibiéni efekt kom-
binace vysoké koncentrace ethanolu [15—22] a vysoké-
ho Po, [23—27] byl jiZ v literatufe popsén.

Zvgseni Pop vedlo ve vy38ich stupnich fermentoru
k poklesu aktudlni koncentrace ethanolu s vgjimkou

4. stupné&, kde S; se nezménilo, dokud hodnota Po; ne-
presahla 28 kPa, kdy i v tomto stupni do3lo k elimina-
ci limitace riistu kyslikem. Pokles koncentrace ethanolu
spolu s poklesem koncentrace biomasy, kter§ se proje-
vil pfi prekrofeni horni kritické hodnoty Po,, je disku-
tovan v dal3im textu.

Koncentrace kyseliny octové v jednotlivych stupnich
fermentoru jsou uvedeny na obr. 3. Za podminek aerace,
kdy hodnota Po, byla pod kritickou hodnotou, byla tvor-
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Obr. 3. Koncentrace acetdtu v jednotlivgch stupnich ja-

ko funkce parcidlniho tlaku kysliku v aeraénim
plynu (symboly shodné s obr. 1)
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Obr. 4. Intraceluldrnt obsah RNK v populaci bunék
v jednotlivych stupnich jako funkce parcidlniho
tlaku kysliku v aeradénim plynu [symboly shod-
né s obr. 1)
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Obr. 5. Zmény vytéZnosti biomasy (1) a produktivity [2)
celého systému jako funkce parcidlniho tlaku
kysliku v aeraénim plynu

Obr. 6. Aktudlni respirace v jednotlivgch stupnich jako
funkce parcidlniho tlaku kysliku v aeradnim
plynu (symboly shodné s obr. 1)

ba kyseliny octové mala a prakticky stejna ve v3ech
stupnich fermentoru. Z toho vyplyva, Ze kyselina octovéa
vytvofena v 1. stupni nebyla ve vy38ich stupnich v pfi-
tomnosti ethanolu v médiu dale oxidovdna na vodu a
CO;. Za podminek, kdy Po, v aeraénim plynu byl vy3si
neZ kritickd hodnota (Po; > 33 kPa) a kdy se projevila
inhibice ridstu, zjistil se v 1. stupni vyrazny vzriist kon-
centrace kyseliny octové v médiu. Toto zjiSt&ni potvr-
zuje skutefnost, Ze vysokd koncentrace ethanolu piso-
bici spolu s vysokym Po; inhibici rilstu bun&k nema
inhibi¢ni aCinek na alkoholdehydrogenasu a aldehyd-
dehydrogenasu, nybrZ naopak stimuluje aktivitu obou
téchto enzymi. Potvrzuje to i zv§3ena rychlost spotieby
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kysliku bufikami zjisténd mérenim tenze rozpusténého
kysliku (tenze rozpusténého kysliku pFi Po;~ 36 kPa
byla o vice neZ 50 % niZ3i ve srovnani s hodnotou zji§-
t&nou pfi Po, = 33 kPa). Je tedy zfejmé, Ze za podmi-
nek inhibiéni koncentrace ethanolu kyselina octovd ne-
miZe byt déle disimilovdna na CO; a vodu za podminek
vysokého Pp,. Naopak nizké koncentrace Kyseliny octo-
vé ve vysSich stupnich fermentoru ukazuji na schopnost
aplné disimilace kyseliny octové cyklem trikarboxylo-
vych Kkyselin a glyoxalatovym cyklem [28].

Lze tedy predpoklédat, Ze schopnost Gplné disimilace
kyseliny octové maji buiiky Candida utilis pouze za
podminek subinhibiénich koncentraci ethanolu (obr.2)
a subkritické hodnoty Po, v plynné fazi (v disledku vy-
.Cerpan! kysliku). Ze srovnani téchto v¢sledkidi se sou-
c¢asnym poklesem koncentrace biomasy pfi Po, vy3Sich,
neZ je kritickd hodnota, je zfejmé, Ze energii uvolneé-
nou v procesu oxidace Kkyseliny octové vyuZivaji buiiky
k ristu méné efektivné (tzn. s nizZ3i dcinnosti). Toto
zjisténi lze zdivodnit dvéma zplsoby: bud odpfraZenim
ristu od katabolismu nebo predpokladem, Ze oxidace
ethanolu probihd extramitochondridlné lokalizovanymi
dehydrogenasami v glyoxysomech nebo mikrotubulech
[28, 29]. V t&chto pfipadech nenf zcela jasné, jaké
mnoZstvi uvoln&né volné energie miiZe byt konzervova-
no v energeticky bohatych slouceninadch [30, 31]. Po-
rovnadme-li metabolismus ethanolu v 1. stupni s meta-
bolismem, kterym je disimilovdn ve vy33ich stupnich
fermentoru, je patrné, Ze zvy3en& akumulace kyseliny
octové v médiu ukazuje na to, Ze ridici reakci je bud
aktivace kyseliny octové na acetyl — CoA, nebo jedna
z daldich reakci v cyklu trikarboxylovych kyselin ¢i
glyoxaldtové spojky. Podobné chovani zjistil Oura [25,
26] pFi kultivaci bunék Saccharomyces cerevisiae na
glukose.

Pokles koncentrace biomasy pfi Po; nad kritickou hod-
notou je disledkem sniZeni ristové rychlosti bunék ply-
noucim z nedostate¢né dodavky energie z katabolismu.
Prokazuje to sniZend rychlost syntézy RNK (obr. 4) a
také pokles kvocientu RQ (obr. 9), ktery souvisi s v§Se
zmin&nou akumulaci kyseliny octové v 1. stupni fermen-
toru. Vyrazny pokles intraceluldrni hladiny RNK u bunék
ve 4. stupni je zfejmé zplsoben niZsi specifickou risto-
vou rychlosti (viz hodnota zfedovaci rychlosti vztaZena
na cely systém) [38]. Za podminek, kdy Po; bylo pod

0025

Obr. 7. Endogennt respirace v jednotlivjch stupnich ja-
ko junkce parcidlniho tlaku kysliku v aeraénim
plynu (symboly shodné s obr. 1)
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Obr. 8. Pritbéhy respiraéniho kvocientu v jednotltvgch
stupnich jako funkce parcidlniho tlaku kysliku
v aeraénim plynu (symboly shodné s obr. 1)
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kritickou hodnotou, byl obsah RNK ve vSech stupnich
prakticky konstantni.

Obrdzek 5 zobrazuje zmény vytéZnosti biomasy a pro-
duktivity vztaZené na cely v&Zovy fermentor. S riistem
Po; v aeraénim plynu roste produktivita aZ do kritické
hodnoty Po; = 33 kPa. Dalsi vzrist Po, pak vedl k po-
klesu obou t&chto parametri. Jak je patrno z obr. 6,
lze pfi aeraci vzduchem obohacenym kyslikem zvy3it
vytéZnost biomasy z hodnoty 0,52 g.g-! (pFi aeraci
vzduchem obsahujicim 21 % O,) na maximalni hodnotu
0,80 g.g-1 (pFi Po, = 33 kPa). Aerace plynem se zvy-
Senym Po, zfetelné ovliviiuje koncentraci biomasy do-
sahovanou ve v§tokovém proudu z fermentoru. Koncen-
trace biomasy vzriistd z 18,5 g.l1-! ziskané pfi aeraci
atmosférickym vzduchem na 37 g.1-! ziskané pfi zvy-
Seném Pg; v aeraénim plynu. Také produktivita systému
dmé&rné roste na maximilni hodnotu 26 g.l-1.h-L
Kromé& toho vysokd4 koncentrace biomasy zvyhodiiuje
také proces separace bung&k, coZ je dalsi nespornd eko-
nomickéa vyhoda.

Vyhody plynouci z aerace plynem obsahujicim zvy3e-
ny obsah kysliku ve v&Zovém vicestupriovém fermentoru
1ze shrnout do t&chto bodi:

1. K aeraci stafi mensi objemovy priatok plynu. Tim
se zvetsi pracovni objem fermentoru (men3i plynovéa
z&drZ) a sniZ{ se tvorba pény.

2. Dosahne se vyrazné vy33ich parametri procesu, coZ
vyplyva ze srovndni s vysledky predchozi studie [4].

3.2 Zmény fyziologické aktivity

Fyziologickd aktivita bunétné populace v ustaleanych
stavech kontinuélni kultivace se posuzovala na zakladé
méFeni rychlosti respirace, tvorby CO, a intracelularni-
ho obsahu ATP. Obrdzek 6 ukazuje zmé&ny aktudlni rych-
losti respirace v jednotlivych stupnich fermentoru. Zvy-
Senf Po; v plynné fazi vedlo ke vzristu rychlosti respi-
race ve vSech stupnich fermentoru aZ do hodnoty Po;
kolem 28 kPa. Vzrist go, v prvém stupni, kde zistala
koncentrace biomasy konstantni, je zfejmé& vyvolédn fy-
ziologickou zménou souvisejicf s tvorbou kyselin s vice
neZ dvéma atomy C v molekule. Ze srovnani obr. 6
s obr. 1 plyne zajimavy fakt. Hodnota Po,, pfi které se
dosdhlo maximalni rychlosti respirace, neni shodna
s hodnotou Pg,, pfi které se dosdhlo maximalni koncen-
trace biomasy. Vysvétleni tohoto faktu zfejmé& souvisi
s pozorovdnim Stouthamera [32) a Hadjipetrou et al.
[33], Ze se zvySenou sekreci Kyseliny octové do média
kleséd rychlost respirace bun&&né populace. Ukéazalo se



KVASNY PRUMYSL
roé. 32/1986 — c&islo 7—8

187

totiZ, Ze sekrece kyseliny octové z bun&k je mechanis-
mem dovolujicim fakultativnim mikrorganismiim do-
sdhnout vyssi specifické riistové rychlosti [32]. S ohle-
dem na existenci horniho kritického Po, lze predpokla-
dat, Ze zmin&ny mechanismus pilisobi i v opaéném
sméru. Vzrist go; s ristem Pp, ve vy33ich stupnich fer-
mentoru odpovida rostouci koncentraci biomasy v mé-
diu. JelikoZ vzriist Po, plsobi postupny pFechod z pod-
minek rdstu limitovaného kyslikem na riist nelimitovan§
kyslikem, charakterizuji hodnoty go, rostouci aktivitu
oxidace ethanolu. Kromé& toho vzriist v§téZnosti Yx;s do-
voluje vyslovit pfedpoklad, Ze vzriistd G¢innost spraZe-
ni mezi katabolickymi procesy a rdstem buné&né popu-
lace. Potvrzuji to také téméf konstantni hodnoty
endogenni respirace (obr. 7).

PFi prekroeni hodnoty Po,~28 kPa nastiva ve
viech stupnich fermentoru pokles go,. PFi¢inou relativ-
né malého poklesu go; v prvém stupni je spotieba Kkys-
liku na rychlejdi tvorbu kyseliny octové z ethanolu.
Podobné situace nastala ve 2. stupni pFi vysoké hodnoté
Po; (od 36 do 39 kPa), kdy kyslik byl vyuZivan jako
findlni akceptor elektronli i pro dplnou oxidaci kyseliny
octové vytvorené v 1. stupni fermentoru (obr. 3). Sku-
tefnost, Ze vyrazny pokles go, nastal diive, neZ se do-
sdhlo maximélni koncentrace biomasy, potvrzuje nézor,
Ze v nékterych piipadech se nemusi inhibice kyslikem
projevit ve zméné ristové rychlosti, nybrZ v inhibici
nékterych bun&tnych funkci [27, 34, 35]. Vyrazny pokles
qoy PFi Po; > 36 kPa ve 3. a 4. stupni vyplyvd z nizké
koncentrace ethanolu a kyseliny octové v médiu (obr. 2
a 3) spolu s relativné nizkymi hodnotami ziedovacich
rychlosti (celkové ziedovaci rychlosti pro tfi- a &tyi-
stupfiovy systém).

Rychlosti endogenni respirace v jednotlivych stupnich
fermentoru jsou uvedeny na obr. 7. ProtoZe v hodnoté&
endogenni respirace se odraZi schopnost respira&ni kon-
troly bunék, je zfejma vyznamna fyziologickd odliSnost
mezi bun&tnou populaci z prvého a vy38ich stupiid.
S riistem Po, z 21 na 23 kPa v 1. stupni vzriistd g¢o,
s poklesem koncentrace ethanolu pod kritickou koncen-
traci. Z hlediska riistové rychlosti byl i dal3i vzrist Po,
aZ na jeho kritickou hodnotu doprovazen vzristem g¢o;.
ProtoZe v tomto rozsahu Po, zlstala koncentrace bioma-
sy konstantni (obr. 1), lze pfedpoklddat, Ze kombinova-
ny efekt relativné vysoké koncentrace ethanolu spolu
s rostoucim Pp; vede k postupnému odpfaZeni riistu od
katabolismu v disledku nedostatetné respiraéni kontro-
ly. Na zdkladé analogie s pracemi, zabyvajicimi se touto
problematikou u baktérii [27, 36] a kvasinek [25, 26,
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Obr. 9. Zmény intraceluldrni koncentrace ATP v bunéé-
né populaci z jednotlivjch stupiid jako funkce
parcidlntho tlaku kysliku v aeraénim plynu
{symboly shodné s obr. 1]

31, 37], je zifejmé, Ze nedostateCna respiracéni kontrola
souvisi se zmé&nami hladiny induktivnich enzymi trikar-
boxylového a glyoxalatového cyklu, cytochromii a do-
dévky redukujicich ekvivalenti.

Velikost endogenni respirace zavisi velice zfeteln& na
koncentraci ethanolu v médiu. Naopak v3ak nelze za-
nedbat vyznamny vliv adaptace bunék na vy33i koncen-
trace ethanolu, ktery se pii pouZiti véZového vicestup-
nového fermentoru jest& znaéné zvy3i definovanym
zpétnym tokem perforovanymi prepdZkami. Oba tyto
faktory jsou pfi¢inou toho, Ze hodnoty endogenni res-
pirace ve vy3sich stupnich fermentoru byly zhruba
o 50 % niZ3i ve srovnéni s hodnotou go, v 1. stupni. Jak
jiz prokazaly vysledky predchozi préce [4]. zlstava
hodnota endogenni respirace konstantni v té&ch stupnich
fermentoru, kde je koncentrace ethanolu v médiu niz-
ka.

Odlisné chovéani se projevilo pfi hodnotdch Pp, nad
33 kPa. Vysoky Pp, inhiboval disimilaci kyseliny octoveé,
ktera se pocala v médiu hromadit (obr. 3). Diisledkem
této inhibice bylo malé mnoZstvi energie uvolnéné v ka-
tabolismu pro riist bunék v 1. stupni fermentoru. To
zptisobilo nejen pokles vytéZnosti biomasy, ale také
vyznamné zmény bunééné fyziologie. Vyrazny vzriist en-
dogenni respirace odpovidal zvySené aktivité alkohol-
dehydrogenasy a aldehyddehydrogenasy vyvolané zfej-
mé inhibi¢ni koncentraci{ ethanolu v médiu za podminek
prebytku kysliku. Ve druhém stupni zlstala hodnota
endogenni respirace konstantni a ve 3. a 4. stupni po-
nékud poklesla. Je proto zfejmé, Ze ve druhém a vy33ich
stupnich, kde jak koncentrace ethanolu v médiu, tak
i hodnota Pp, v plynné fazi jsou pod kritickymi hodno-
tami, je kyselina octovd intenzivné disimilovdna a hod-
noty endogenni respirace klesaji. Toto zjiSténi dobfe
souhlasi s vysledky Abbotta [21], ktery studoval inhibi-
ci rlistu po pridavku ethanolu chemostatické populaci,
kde limitujicim faktorem byl ethanol.

Zmeény v hodnotdch respiraéniho kvocientu v jednot-
livgch stupnich fermentoru jsou uvedeny na obr. 8.
Vzrist hodnoty RQ v prvych dvou stupnich vyvolany
zvy3enim Po, lze pricist skuteCnosti, Ze vice ethanolu
je totalné disimilovdno cyklem trikarboxylovych kyselin,
protoZe koncentrace ethanolu v médiu klesla pod inhi-
biéni hladinu. Vzrlist RQ ve 3. stupni nebyl pozorovan
asi z divodu fyziologicky vhodnych koncentraci ethano-
lu v médiu v tomto stupni. V prvych dvou stupnich vedlo
zv§Seni Po, v rozsahu od 23 do 33 kPa k urditému po-
klesu RQ. Tento pokles souvisi s poklesem koncentrace
ethanolu v médiu a ukazuje, Ze vice ethanolu je disimi-
lovédno glyoxalatovym cyklem na tikor cyklu trikarboxy-
lovych kyselin [39, 40]. Tuto hypotézu potvrzuje také
i dal3i men3i pokles RQ ve 3. stupni a priibéhy RQ ve
3. a 4. stupni pfi Po; > 33 kPa (srovnej s obr. 2). Velmi
maly pokles RQ ve 2. stupni pfi Po, nad kritickou hod-
notou plyne 2z intenzivni oxidace kyseliny octové
v tomto stupni.

Zcela odlisné prib&hy RQ byly pozorovany ve 4. stup-
ni fermentoru. Zde vzrist RQ aZ do dosaZeni Kritické
hladiny Po, nebyl zplsoben zminénou aktivitou glyoxa-
latového cyklu, nybrZ postupnym pfechodem na plné&
aerobni podminky riistu bunék.

Z kvantitativniho srovnani hodnot RQ v jednotlivych
stupnich je zfejmé, Ze tato velic¢ina citlivé odraZi pod-
minky limitace kyslikem ve vy33ich stupnich fermen-
toru pfi niZsich hodnotach Po,. Kromé& toho zména RQ
téZ citlivé odrazi vliv kombinovaného inhibi¢niho a&in-
ku vysokou koncentraci ethanolu a vysokym Po, v plyn-
né fazi. Proto se tento parametr jevi velmi vyhodnym
pro regulaci mikrobidlntho procesu na zékladé zmé&n fy-
ziologie a metabolismu buné&tné populace. Podobny
nézor vyjadiil i Spruytenburg et al. [41].

Intraceluldarni hladinu ATP buné&né populace v jed-
notlivgch stupnich fermentoru ukazuje obr. 9. Zmény
hladiny ATP v populaci baktérii za rlzngch fyziologic-
kych podminek studovalo jiZ vice autorl. Zvlastni po-
zornost vénovali sledovdani vlivu specifické ristové
rychlosti u fakultativnich baktérii s ohledem na sloZeni
Zivného média a pritomnost nebo absenci findlniho ak-
ceptoru elektronl [42—50]. VSechny tyto studie proka-
zaly, Ze neexistuje jednoduchd a prima zdavislost mezi
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intraceluldrni hladinou ATP a tvorbou energie v popu-
laci intaktnich bunék. Tento zadvér vyplyvd ze skutec-
nosti, #e koncentrace adenyldatdi maji regulaéni funkci
jak v katabolismu, tak v anabolismu [51—53] a velikost
hladiny ATP je ovlivnéna také rychlosti obratu ATP a
u¢innosti procesu oxidativni fosforylace, ktery zavisi
na kultivaénich podminkach [31, 32, 49, 54]. Diskuse
vysledkl ziskanych v této praci bere v tvahu zminéné
faktory. Nizkd hladina ATP v 1. stupni pfi Po; ~21 kPa
je disledkem spotieby energie na riist bunék za podmi-
nek inhibice vysokou koncentraci ethanolu (srovnej obr.
1 a 2). Hladina ATP vzriistd s ristem Po, zfejmé v di-
sledku rychlejsi tvorby energie, coZ dobre souhlasi s riis-
tem respirani rychlosti. PfestoZe v3ak soufasné& s riis-
tem Po, roste i endogenni respirace (obr. 7), potvrzuje
to vySe uvedenou hypotézu o odpiaZeni riistu od kata-
bolismu. Prab&h hladin ATP ve 2. stupni je podobny pri-
b&hu v 1. stupni. Ponékud niZsi hodnoty ve 2. stupni
odpovidaji vy33i specifické ristové rychlosti, jez vyply-
vd z piiriistku koncentrace biomasy (obr. 1). Toto vy-
svétleni je v souhlase s ndlezem Forresta [45], Ze pfi
vyS88i specifické rhstové rychlosti je hladina ATP v buii-
kach nizsi. Vys$si hladiny ATP ve 3. a 4. stupni souvisf
s limitaci ristu kyslikem. S ristem Po, dochéazi k po-
stupné eliminaci limitace kyslikem, vzristd ristova
rychlost bun&tné populace a hladina ATP Kklesa. Pfi po-
uZiti ethanolu jako jediného zdroje uhliku a energle
mohou buiiky energii nutnou pro v3echny své funkce
ziskat pouze za aerobnich podminek. Né&které z enzymil
participujicich v cyklu trikarboxylovych kyselin a gly-
oxaldtovém cyklu jsou induktivni [39, 26, 53] a ¢&ast
energie uvoln&nd v katabolismu je spotfebovdna na syn-
tézu té&chto enzymi. Za podminek bez inhibice vysokou
koncentraci ethanolu a bez limitace kyslikem (Poj~ 33
kPa) byla hladina ATP v buiikdch ve v3ech stupnich
fermentoru prakticky stejna.

Inhibice rdstu bunék nad kritickou hodnotou Po, se
projevila vyraznym poklesem hladiny ATP v populaci
bunék z I. stupnd fermentoru. Tento fakt je potvrzenim
uvedené hypotézy o nedostatené tvorbé energie v ka-
tabolismu za t&chto podminek. Pokles hladiny ATP
v buiikdch z ostatnich stupfii fermentoru byl podstatné
niZ3i vzhledem k subinhibi¢nim koncentracim ethanolu.
NiZ3f hladina ATP souvisi zfejm& s tvorbou energie pFi
disimilaci kyseliny octové (obr. 3), coZ je z hlediska
vytéZnosti Yarp proces méné ucinny.

4. ZAVER

Cilem této studie bylo dosdhnout lep3ich parametra
procesu produkce biomasy provddéné ve véZovém vice-
stupiiovém fermentoru s definovanym zpétnym tokem.
Jedingm zdrojem uhliku a energie k rdstu byl ethanol.
Kromé& toho byly sledovany fyziologické zmé&ny buné&tné
populace s cilem ziskat vice informaci o faktorech li-
mitujicich kapacitu procesu.

Ziskané vysledky lze shrnout do téchto bodi:

1. Limitace riastu kyslikem, kterd nastdvd ve vy3Sich

stupnich fermentoru, je-li pouZito k aeraci vzduchu,
zpilisobuje pokles koncentrace biomasy.
2. Z divodl eliminace limitace kyslikem, zabrénéni

sniZeni reak&niho objemu fermentoru a dosaZeni mensi
tvorby pény je vyhodné pouZit pro aeraci vzduch obo-
haceny kyslikem.

3. Ve srovnani s vysledky pfedchozi studie [4] bylo
zjisténo, Ze zvyseni Po, v plynné fazi dovoluje dosah-
nout vy$8i vytéZnosti biomasy a produktivity procesu.
BohuZel, je-li ve3kery ethanol privddén do 1. stupné
fermentoru, zpisobuje zvy3eni Po, postupné odpfaZeni
riistu od energetického metabolismu a tvoii se kyseliny
s vice neZ 2 atomy uhliku v molekule.

4. Uké&zalo se, Ze maximdalni rychlosti respirace se
dosdhne pfi niZiim Po,, neZ je hodnota, pFi které se
dosdhne maximalni koncentrace biomasy ve v3ech stup-
nich fermentoru.

5. Bylo prokézdno, Ze bunky Candida utilis jsou citli-
vé na zvySeni Po; v plynné fazi. Lze tedy fFici, Ze tento
mikroorganismus ma svij ,hornf kriticky“ parcialni tlak
kysliku v aeraénim plynu.

6. Pri pfekrogen! horntho kritického Po, dochéazi k in-
hibici kyslikem. Ke zmé&né& bunééné fyziologie a meta-

bolismu dochdzi jiZ pfi niZs$im Po,, neZ je Po,, kdy se
projevi inhibice riastu bunék.

7. Inhibice kyslikem blokuje disimilaci kyseliny octové
cyklem trikarboxylovych kyselin a glyoxaldtovym cyk-
lem, coZ vede k nedostatetné tvorb& energie a vyrazné
akumulaci kyseliny octové v médiu.

8. Za podminek inhibice kyslikem vlivem vysokého
Po, vzrista aktivita alkoholdehydrogenasy a aldehyd-
dehydrogenasy v bufikdch.

9. Kyselina octové vytvorend v 1. stupni fermentoru je
ve 2. stupni intenzivné disimilovdna spolu s ethanolem.

Uvedené zavéry vyvolavaji Fadu otdzek. Jednou z nich
je predpoklad, Ze hodnota horniho kritického Po,, pfi
které dochazi k inhibici kyslikem, zédvisi na koncentra-
ci ethanolu v médiu. Bude proto cilem daldich praci
tuto otdzku zodpovédét.

5. PouZité symboly

Ac — koncentrace kyseliny octové v médiu
v ustédleném stavu (g.1-1),

ATP — intraceluldarni hladina adenosintrifosféa-
tu (gmol.g—1),

Po, — parciéalni tlak kysliku v aeraénim plynu
(kPa),

PR — produktivita procesu (g.1-!, h-1),

qo2 — aktuélni respirace (mmol.g-1.h-1),

qco; — endogenni respirace (mmol.g-1.h-1),

RNK — intraceluldrni hladina kyseliny ribonuk-
leové vztaZena na susinu bunék (%),

RQ — respiraénf kvocient (—),

S — koncentrace ethanolu v médiu v ustéle-
ném stavu (g.1-1),

Sr — Kkoncentrace ethanolu v pfitoku Zivného
média (g.1-1),

X — koncentrace sudiny buné&k v ustdleném
stavu (g.1-1),

Yarp — vjtéZnost biomasy vztaZend na energii
1 molu ATP (g.mol-1),

Yx/s — vytéZrost biomasy vztaZend na spotf.
ethanol (g.g"1),

dolniindex — ¢islo stupné fermentoru [(—)
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Péca, ].: Vliv parcidlniho tlaku kysliku na riistovon a
fyziologickou charakteristiku bun&k Candida utilis ve
véZovém vicestupiiovém fermentoru. Kvas. priim. 32,
1986, &. 7—8, s. 183—189.

Byl studovén vliv zvySeného parcidlniho tlaku kysliku
v aeratnim plynu na riist a fyziologickou aktivitu bunék
Candida utilis ve v&Zovém vicestupifiovém fermentoru.
Méfeni byla provddéna v ustdlenych stavech kontinudl-
ni kultivace pfi konstantni hodnot& zfedovaci rychlosti,
teploty a pH média ve v3ech stupnich fermentoru a
s konstantni koncentraci ethanolu v pfitoku Zivného
média. Parcidlni tlak kysliku v plynné fazi se ménil od
21 do 30 kPa. Vysledky prokdazaly existenci horniho
kritického parcidlniho tlaku kysliku v plynné fazi. Proka-
zalo se, Ze hodnota hornfho kritického Po, ovliviiuje ne-
jen rychlost ristu, v§t&Znost biomasy a produktivitu, ale
také fyziologii bun&tné populace, coZ se projevilo zmé-
nami respira¢ni aktivity a aktivity alkoholdehydrogena-
sy a aldehyddehydrogenasy.

Maua, fl.: Bauanve napuuaibHOro AaBjeHHs KHCAOPOAA Ha
POCTOBYI0O M (H3IHONOTHYECKYI0 XAPAKTEPHCTHKY KJeTOK
Candida utilis B 6amenHoM MHOroctynesyatom gepmenro-
pe. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 7—8, ctp. 183—189.

HcenenoBanock  Bansinie TOBHILIEHHOTO NapuHaibHOro
JIaBJICHHSL KHCJAO0POJa B a3pallHOHHOM rase Ha poct u ¢u-
3HOJOrHYECKYI0 aKTHBHOCTh KJeTok Candida utilis B 6a-
lIeHHOM mHoroctyneHuatom ¢Qepementope. Mamepenus npo-
BOJAHJAHCH B YCTAaHOBHBIUHXCSI COCTOSHHAX HENpepbiBHOrO
KyJbTHBHPOBAHMHS PH KOHCTAHTHOH BeJHYHHE CKOPOCTH pas-
Gapaenusi, TemnepaTyps H pH cpeasl Bo Bcex cryneHsx
(epmenTopa M ¢ KOHCTAHTHON KOHIEHTpauMeil 3TaHOJa
B NPHTOKe nHraTeabHOll cpeawl. IlapumasnbHoe nasaenHe
KHCJI0poja B rasoobGpasHoit ¢ase m3amensnaoch or 21 mo 39
kPa. PesyabTathl 10Ka3amu CyllecTBOBaHHE BEpPXHEro KpH-
THYECKOTO NapuHaabHOro JaBJeHHs KHCJOPOAa B ra3oo6pas-
HO#t (ase. Buo 10Ka3aHo, YTO BeJAHYHHA BEPXHOrO KPHTH-
yeckoro Py, oOKkasbiBaeT BIHMAHHE HE TOJbKO Ha CKOPOCTh
pocra, BbIXOA GHOMAacchl H TMPOH3BOAHTEJNLHOCTb, @ TaKKe
Ha  (H3HONOTHYECKHE CBOICTBA KJETOK, YTO NpPOSBHIOCH
B H3MEHEHHSAX [bIXaTeJbHOH AKTHBHOCTH H aKTHBHOCTH
aJIKOrO/IAeTHAPOreHashl H aJibJerH/ierHiporeHassl.

Péca, ].: Effect of Po, on Growth and Physiological Cha-
racteristics of Candida utilis in Multistage Tower Fer-
mentor. 32. 1986, Nr. 7—8, pp. 183—189.

The effect of increasing the partial pressure of oxy-
gen in the aeration gas on growth and physiological
activity of the yeast Candida utilis in a multistage tower
fermentor was studied. The measurements were made
at steady states of continuous culture for single values
of dilution rate, temperature and pH in all stages of
the fermentor and with one given ethanol concentra-
tion in the growth medium feed. The partial pressure
of oxygen in the gas phase was changed in the range
from 21 to 39 kPa. The results revealed the existence
of the upper critical value of the partial pressure of
oxygen in the gas phase. It was demonstrated that the
upper critical value of Po, influences not only the
growth rate, biomass yield, and productivity, but also
the cell physiology resulting in changes of respiration
activity and activity of alcohol and aldehyde dehydro-
genases.

Paca, ].: EinfluB des partialen Sauerstoffdrucks aufl die
Wachstums- und physiologische Charakteristik der Zel-
len von Candida utilis in einem mehrstufigen Turmfer-
mentor. Kvas. prim. 32, 1986, Nr. 7—8, S. 183—189.

Es wurde der Einfluf des erhdhten partialen Sauer-
stoffdrucks im Aerationsgas auf das Wachstum und die
physiologische Aktivitdt der Zellen von Candida utilis
in einem mehrstufigen Turmfermentor studiert. Die
Messungen wurden in stabilisierten Zustdnden der kon-
tinuierlichen Kultivation bei konstanten Werten der
Verdiinnungsgeschwindigkeit, Temperatur und des pH
des Mediums in allen Fermentorstufen und mit einer .
konstanten Athanolkonzentration im ZufluR des Né#hr-
mediums durchgefiihrt. Der Partialdruck des Sauerstoffs
in der Gasphase variierte zwischen 21 und 39 kPa. Die
Ergebnisse bestéitigten die Existenz des maximalen Kkri-
tischen Partialdrucks des Sauerstoffs in der Gasphase.
Es wurde bewiesen, da® der Wert des oberen kritischen
Poz nicht nur die Wachstumsgeschwindigkeit, Biomasse-
Ausbeute und Produktivitdt, sondern auch die Physiolo-
gie der Zellenpopulation beeinfluft, was in den Ande-
rungen der Respirationsaktivitét und der Aktivitdt der
Alkoholdehydrogenase und Aldehyddehydrogenase zum
Vorschein kam.



