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Ceskoslevensky  vyzkum  sleduje  moZnost  vyuziti
syntetického etanolu jako vychozi suroviny pro mikro-
bidlni procesy jiZ od pofatku Sedesdtjch let. V letech
1961 a 1962 byl proveden vybér kmenii a probghly zi-
kladni kultivatni pokusy zamé&fené na vyrobu kvasnié-
nych bilkovin ze syntetického etanolu [1, 2]. V roce
1964 byl v CSR udélen patent na v§robu krmnych kvas-
nic ze syntetického etanolu [3] a v roce 1967 patent na
vyrobu mikrebidlnich tukid z téZe suroviny [4]. V letech
1971 a 1972 byla vyfeSena zdkladni koncepce automa-
tické regulace kultivaéniho procesu v§roby kvasniénych
bilkovin z etanolu [5—7] a od ledna 1972 hyla zahdje-
na pokusna vyroba krmnych kvasnic z etanolu v Seliko,
n. p., zavod Kojetin. Zavod vyrdbi 1200 a# 1400 tun su-
Senych kvasnic rotn& a v nejbliZz¥ich letech bude re-
konstruovdn na kapacitu 5000 t/r. Optimalizace a ra-
cionalizace technclogie a pfedeviim zvySovani vy§tdz-
nosti, kterd rczhodujici mé&rou ovliviiuje vyrobni nékla-
dy, pfedpoklddd diikladnou znalost hilance syntézy bio-
masy z etanolu. Cldnek referuje o vysledcich prvni ze
série praci, zabyvajicich se studiem této problematiky.

Materialy a metody

Pri kultivacich byl pouZivan Candida utilis, kmen
C. 49 ze shirky VUKPS Praha, pouZivany pfi priimyslové
vyrob& kvasnic ze syntetického etanolu. Kultiva&ni tank
se inokuloval kvasniénou pastou ziskanou z predeslych
pokusfi na odstfedivce Westfalia LWA 205. Pasta byla
skladovdna nejdéle 1 tyden pfFi +5°C. Kultivatni meé-
dium bylo pfipravovdno z roztoku soli 135 ml 85 % ky-
seliny fesforetné p. a., 25 g louhu draselného p.a., 25 g
siranu hoYeCnatého p.a. a 0,5 g siranu zine¢natého p. a.
na 1 1 vody) tak, Ze na kaZdy 1 g odek&vané produkce

kvasnitné suSiny byl do 1 1 vodovodni vody pfiddn 1 ml .

roztoku soli. Na kaZdy 1 1 takto pfipraveného média se
pfida 1 g siranu amonného.

Synteticky lih surov§ spolu se zdrojem dusiku byly
davkovany ve formé& lihoZpavkové smési (1 obj. dil 25 %
¢tpavkové vody + 4 dily syntetickéhn surového lihu
90 % obj.). V ndkterych pokusech byl etanol davkovan
jednordzové a zdroj dusiku podle pH 25 % tpgvkovou
vodou. Kultivace probihala ve sklen#ném tanku objemu
30 1 s pluénim 15 1, opatfenym samonasavacim michad-
lem a cirkulaénim valcem. Teplota a pH byly regulova-
ny automaticky na 30°C, resp. pH 4,5. Reguladni pH-
-metr ddvkoval lihoCpavkovou smés, nebo @&pavkovou
vodu. Priitok vzduchu 1 litr za minutu na 1 litr G&inné-
ho objemu by! mé&fen a korigovdn podle rotametru.

Do redakce dosle 15. anora 1976

Spatfeba a vyvin plyni se méfily paramagnetickym
analyzatorem Kkysliku Permolyt (Junkalor NDR) s roz-
sahiem 0 aZ 21 % a infrafervenym analyzdtorem kysli&-
niku uhli¢itého Infralyt (Junkalor NDR) s rozsahem 0
aZ 10 %. Aktudlni koncentrace rozpuiténého kysliku se
méfila pristrojem Oxytest (Vyvojové dilny CSAV), pra-
cujicim na polarografickém principu s kombinaci pev-
nych elektrod Pt/AgCl pokrytjch polypropylénovou
menbrinou.

Kvasniéna su$ina se stanovovala vaZenim kvasnitné
sedliny ziskané filtraci 5 aZ 10 ml vzorku na frité S 4
a suSené 2 hodiny pfi 105°C. Koncentrace etanolu v su-
rovém syntetickém lihu byla stanovena pyknometricky,
koncentrace elanolu v médiu bvla stanovena oxidi-
metricky po predestilovdni etanolu do roztoku dvoj-
chromanu draselného v konc. kyselirg sirové. Kyselina
octova se sltanovovala jako tékavé kyseliny acidimetric-
ky po pfedestilovdni 150—200 ml destilitu s vodni pa-
rou z 5 aZ 10 ml vzorku. Elementdrni slcZeni biomasy

bylo stanoveno bé&Zinym postupem elementdrni semi-
mikroanalg§zy [9].
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Obr. 1. SpotFeba kysliku pFi jednordzové fermentaci re-
gulované lihoépavkovou smési

Vysledky a diskuse

Prvni pckusy byly zamé&Feny na stanoveni specifické
spotieby kysliku (g O, na gram kvasnitné suSiny).
V grafu 1 je uveden prib&h jednordzové kultivace s p¥i-
tokem etanolu regulovanym liho¢pavkovou smési. V gra-
ju 2 je prib&h podobné kultivace se zdznamem Kkonce
fermentace po pferuSeném ddvkovani liho€pavkové smé-
si (tésné pfed 5. hodinou). Dédle je v grafu uveden pri-
b&h respiratniho kvocientu a endogenniho dychdni.
V grafu 3 je uveden typicky pribsh fermentace a je
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sou¢asné znézornén prib&h hromadé&ni kyseliny octové.
Dalsi pokusy byly zaméfeny na zkouméani kvantitativ-
nich vztahii béhem riistové k¥ivky, a proto byl v téchto
pokusech pfidavan etanol oddélené od Cpavku po &as-
tech a pro kaZdou &#&st po spotfebovdni substratu byla
politdana vyt&Znost, specifickd spotfeba kysliku a respi-
raéni kvocient. Tyto vysledky jsou uvedeny v grafech
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Obr. 2. RQ a endogenni respirace pii fermentact regulo-
vané lihoépavkovou smési
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Obr. 3. Spotieba etanolu, hromadéni kyseliny octové a
vijtéinost pri jednotliviyjch ddvkdch etanolu
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Obr. 4. Specifickd spotFeba kyslixu a RQ pFi kultivaci
pit jednotlivijch ddvkdch etanolu

Z prvnich vysledkii bylo ziejmé, Ze tak, jak se méni
v priibdhu fermentace fyziologicky stav, m&nf se i zpi-
sob vyuziti zdkladniho substrdatu; stoupa specifickd spo-
{feba kysliku a respiratni kvocient. Zmény jsou vyraz-
né zejména v druhé ¢asti fermentace, kdy specificka
spotfeba kysliku stoupa z pavodnich 1,2 g 0,/g su. aZ
na 2,0 g O, a vice. Toto zv§3eni je provizeno soulas-
nym zvySovanim RQ. V okamZiku spotfebovani etanolu

stoupne RQ rapf. z plivodnich 0,32 na 0,7. Je ziejmé, Ze
v této dobé se zafind vyraznéji projevovat oxidace
substrdtu ([pravdépodobné intermedidcniho metabolitu)
s vySsim spalovacim koeficientem, resp. substrat vice
oxidovany neZ etanol. Jednd se o substrdat, ktery se
obtizné vymyva z bunék (viz zvySené endogenni dycha-
ni v grafu 2). ProtoZe se vZdy po spotiebovani etanolu
zvySuje pH, jde o kysely substrat, ktery s postupujicim
zpracovdnim uvoliluje vazany amoniak a pH stoupa.
Domnénka, Ze jde o kyselinu octovou, byla potvrzena
(viz graf 3).

Uvedené zaveéry potvrzuji také pokusy, pfi kterych
se jednordzové piiddvalo véts$i mnoZstvi etanolu a byla
pozorovéna diléi riistova krivka odpovidajici tomuto pii-
davku. Ve v3ech pfipadech se vZdy po vyerpéni etano-
lu okamZiié zvySila tvorba kyslicniku uhli¢itého a tim
i RQ na hodnoty podstatné vysS§i neZ za pFitomnosti
etanolu. Na grafu 4 je vidét, Ze v jednotlivfch tsecich
rozdélené riistové kiivky stoupa i primé&rna hodnota
RQ, coZ svédéi o tom, Ze se Kyselina octovd hromadi
stdle rychleji. Uvedené poznatky potvrzuje i prabéh vy-
téZnosti ve vSech pokusech. V§tBZnost v posledni Casti
logaritmické faze je pravideln& niZ8§i neZ na zacCatku,
nebo uprostfed logaritmické faze. Na zaCatku neni vy-
jimkou dosdhnout v¢tdZnosti 70 % a vy33i a vyrovnat se
tak nejvy$sim ddajim o vyt&Znosti kvasnitné hmoty
z etanolu [8].

Nahromadénd kyselina octovd jo zfejmé& hlavni prici-
nou sniZeni v§t&Znosti kvasniéné hmotv z etanolu. V né-
kterych pokusech se nahromadilo takové mnoZstvi ky-
seliny octové, Ze se inhibici tplné zastavila fermenta-
ce. V grafu 3 v poslednim tseku fermentace byla vytéi-
nost pouze 49 % a mnoZstvi nahromad&né kyseliny octo-
vé odpovidalo 11 % celkové pfidaného etanolu. JestliZe
se snaZime vyuZit takto nahromad#né kyseliny octové
k syntéze kvasnitné hmoty, je vytéZnost znatné niZsi,
neZ pii udrZovani koncentrace kyseliny octové hluboko
pod inhibi¢ni koncentraci. Cilem této prdce bylo sesta-
vit latkovou bilanci, a proto jsme se prozatim nezaby-
vali pfi¢inami hromadéni kyseliny octové, ani jsme se
zménami zdkladnich Xultiva&nich parametrii nesnaZili
ovlivnit hromadé&ni.

7 téchto pfiéin jsme latkovou bilanci sestavili pro
dva pochody, odpovidajici pFiblizné zacatku a Kkonci
logaritmické faze. Pfi prvnim pochodu se kyselina octo-
va hromadi, av3ak jeji mnoZstvi jeSté neinhibuje synté-
zu kvasnitné hmoty. PFi druhém pochodu ovliviiuje ky-
selina octova vyté¥nost, a to jednak sv§m inhibi¢nim
vlivem a jednak maélo efektivni utilizaci.

Po zpracovéani bilanénich ddajii, které jsou Céastetné
znazorndny v grafech, pokusili jsme se o sestaveni odpo-
vidajicich pFibliZnych stechiometrickych rovnic. Primér-
né sloZeni kvasni¢né su3iny odpovidalo sumérnimu vzor-
ci CgzH;;0sN Ash, kde anorganickd slozka ,Ash® je
8 grami.

Pro preni fdzi fermentace vychdazi tato stechiometric-
k& rovnice:

48 C,H,OH + 59 0, + NH; + Ash = C,H;;0;N Ash +
+ 1,6 CO; + 8,4 H,0 + CH,COOH

Tato rovnice charakterizuje idedlni pribéh oxidace
etanolu pfi hromadéni kyseliny octove, kdy vznikajici
metabolit neinhibujz syntézu kvasnitné hmoty. Vyt&zZ-
nost je 69.7 %, specificka spotfeba kysliku 1,23 g 0,/g
a RO = 0,27.

Pro druhcu fdzi fermentace vychazi:

52 C,HsOH + 8,1 0, + NH; + Ash = C;H;;0,N Ash +
+ 4,4 CO, + 11,6 H,0

Tato rovnice charakterizuje prubéh syntézy kvasniéné
hmoty z etanolu v piipad#, Ze proces ovliviiuje malo
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efektivni oxidace kyseliny octové, nahromadéné v pred-
chazejici fazi fermentace nad uritou mez. VytéZnost je
64 %, specificka spotfeba kysliku 1,9 g O,/g a RQ =
= 0,48.

V piipadg, Ze bilancujeme jednordzovou kultivaci jako
celek, vychdzeji potom hodnoty mezi ob8ma vyie uvede-
nymi vztahy:

50 C;H;0H + 7,5 0, + NH; + Ash = CgH;;0;N Ash +
+ 3,0 CO; + 10,0 H,0 + 0,5 CH,COOH

a tomu odpovidajici vytéZnost 66,6 %, RQ =
cificka spotfeba kysliku 1,57 g 0,/g.

JestliZe se vhodnymi podminkami fermentace dafi
zpracovavat vznikajici kyselinu octovou tak, aby se ne-
hromadila, potom se vznikajici kyselina octovd zpraco-
vavd s maximalni vyt&Znosti (do 40 g biomasy na 100 g
kyseliny oclové). Potom probihda pochod charakterizova-
uy toutc rovnici:

4,63 C,H;OH + 7,41 0, + NH; + Ash =
= C¢Hp;03N Ash + 3,27 CO, + 9,91 K,0

tzn. vytéZnost 71,8 U, spotieba kysliku 1,55 g O,/g a
RO = 0,44.

Z ptedchézejicich zku$enosti vyplyva, Ze by bylo daile
moZno zlepSovat ckonomické parametry pfi syntéze
kvasnitné hmoty z etanolu za pouZiti kmene &. 49. Bylo
by nezbyiné pfi kontinuélni kultivaci pracovat za pod-
minek pocdtku logaritinické fdaze, kdy je substrat vy-
uZivdn s maximalni efektivnosti pfi minimalni spotfebé
kysliku, ale soufasné zajistit podminky pro okamZitou
oxidaci kyseliny octové, a to stejn& rychlou jako je jeji
vznik. Aktudlni koncentrace kyseliny octové by neméla
stoupnout nad 0,3 g/litr. Takova fermentace je charak-
terizovana rovnici:

4,15 C,H;0H + 595 0, + NH; + Ash =
= CgHpOsN Ash + 2,3 CO, + 8,45 H,0

Z toho je vyl&Znost 80 Y%, specifickd spotfeba kysliku
1,23 g O,/g a RQ = 0,39. Toto jsou zFeim& maximélné
moZné vysiedky za podminek vypracovaného technolo-
gického postupu s C. utilis €. 49.

0,4 a spe-
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Rut, M. - Adamek, L. - Stros, F. - Pecka, K.: Latkova bi-
lance pii jednorazové kultivaci Candida utilis na synie-
tickém etanolu. Kvas. prim. 22, 1976, & 5, s. 111—114.

Bylo zjisténo, Ze pfi syntéze kvasnitné biomasy z eta-
nolu se v jednorazové kultivaci meéni zpilisob vyuZiti
substrdtu. V logaritmickeé fdzi se zvySuje specificka spo-
tfeba kysliku a respiraZni kvocient a snifuje se vytéi-

nost. PFi Kultivaci se hromadi jako meziprodukt oxidace
kyselina octovd, kterd miiZe nad jistou hranici nepFizni-
v& ovliviiovat zdkladni veli¢iny, z nichZ se vychazi pf¥i
sestavovani latkové bilance procesu. Byla sestavena
stechiometrickd rovnice pro zafatek procesu, kdy pii
nizké spotieb& kysliku je substrdt vyuZivan efektivnéji
a pro konec procesu, kdy nahromad&na kyselina octova
ovliviiuje syntézu kvasni€né hmoty a zvySuje se speci-
fickd spotfeba kysliku. Bilance celé kultivace je
souCtem obou procesd. Na zdkladé rozboru vysledki
byla vypoftena bilance pro vyvaZeny proces, pfi kte-
rém se neakumuluje kyselina octova. V§téZnost tohoto
procesu je hranici, které je moZno dosdhnout s danym
kmenem, surovinou a technologickym postupem.

Pyr, M. — Aznamek, JI. — Llrpoc, ®. — TMenka, K.: Be-
UleCTBEHHBIA GaNaHc NPH OZHOKPATHOM Da3BefEHHH APOXK-
KeH Candida utilis B cpefe CHHTEHTHYecKOro 3TaHOJA.
Ksac. npym., 22, 1976, Ne 5, erp. 111—114.

Bel10 ycTaHoBjAeHO, uTO B XOjJe npoliecca MOJyYeHHS
GHONOTHYECKOA Macchl NyTeM OJHOKPATHOro pa3BejeHHS
OLpefe/IeHHOTO BHAA JPOMIKel B cpele 3TaHOJa, 3 (eKTHB-
HOCTh MCMOJIb30BAHHA MHTATENbHOrO CyGCTpaTa nocTeneHno
uamensiercs. B norapudmuueckolt tase pasmHoXKeHus
MHKPOOPraHH3MOB Y/e/IbHblii pPacXoj KHCJIOPOAa H HHTEH-
CHBHOCTb pecnHpallHH YBeJHYHBAIOTCH, a BBIXOJ NPOJLYKTA
CHHiKaeTcs. B kadecTBe npoMexyTOYHOro NpPOAYKTa OKHCJE-
HHst 06pa3yeTcss YKCyCHas KHC/IOTAa, KOTOPasi NpH Npesbillie-
HHH ONpejleleHHOro IMpejesa MOXeT OKasbiBaTe HeBJaaro-
NPHATHOE BJIHAHHE HA BEJIHUHMHBI, B3AThle B pacueT Bellect-
BeHHOro GasaHca mnpoilecca. ABTOPH BRIBEJNH CTEXHOMETDH-
YeCKOe YpaBHeHHs KakK /s Hauala npouecca, KOria mnpH
HH3KOM Y/JeJbLHOM pacxoje KHCI0pojaa cyGeTpaTt HCmoib-
ayerca 3QQeKTHBHO, TAaK H AJA KOHLIA Mpolecca, XapakTe-
PH30BAHHOTO — MOJ OTPHIATEJLHBIM BJHSHHEM HAKOILJIEH-
HOH YKCYCHOH KHCIOTHL — TIOBBIIEHHBIM  PAacX010M
KHCI0poAa. KoHeunwlii GanaHc mpoliecca MOKa3blBaeT CymMMa
oGeux ¢as. Ha ocHoBann aHa/u3a pe3y.isTaToB OBLT pacun-
TaH YDaBHOBEIUEHHHH BelllecTBeHHHl GasaHc, TpeLynperx-
JaiolLiHii HAKONJeHHe YKcycHO# KucaocTH. [lokasauuslil
BBIXOJ| ABJSIeTCH MAaKCHMAJbHBIM NpefesoM, KaKOro MOXKHO
00uTbCA € [NaHHBIMH INTAMMOM, CBHIDBEM H TEeXHOJ/IOTH-
YeCKHM NPOILeCCOM.

Rut, M. - Adamek, L. - Stros, F. - Pecka, K.: Mass Bal-
ance in Batch Cultivation of Candida ntilis with Syn-
thetic Ethanol. Kvas. priim. 22, 1976, No. 5, pp. 111—114.

During synthesis of yeast biomass in batsch culture
with ethanol the efficiency of substrate utilization
varies with phases of the process. In logarithmic phase
the specific oxigen demand and respiration quotient are
rising whereas the yields drop. The cultivation process
is accompanied by formation of an undesirable inter-
mediate oxidation product, i. e. acetic acid, which above
certain limits affects unfavorably some characteristics
taken into calculations of mass balance. The authors
have derived stoichiometric equations for the initial
phases of the process, when the oxigen demand is low
and substrate is utilized very efficiently as well as for
final ones, when accumulated acetic acid affects the
biomass synthesis and increases the oxigen demand. The
total balance of process is given by the sum covering
all phases. From the analysis of results the authors
calculate a mass balance for well balanced process
without acetic acid accumulation. Such a process offers
yields which for given strain, raw materials and techno-
logy are maximum which can be obtained.

Rut, M. - Adamek, L. - Stros, F. - Pecka, K.: Die Stoff-
bilanz bei der einmaligen Kultivation von Candida
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utilis anf synthetischem Athanol. Kvas. priim. 22, 1976,
No. 5, S. 111--114. ¥

Es wurde festgestellt, daf sich bei der Synthese der
-Hefebiomasse aus Athanol in der einstufigen Kultivation
die Charakteristik der Substratausniitzung &ndert. In
der logarithmischen Phase erhoht sich der spezifische
Sauerstoffverbrauch und der Respirations Quotient und
die Ausbeute sinkt ab. Bei der Kultivation hduft sich
als Oxydationszwischenprodukt FEssigsdure an, die iiber
einer bestimmten Grenze die Grundparameter ungiinstig
beeinflussen kann, die bei der Zusammenstellung der
Stoffbilanz des Prozesses eine wichtige Rolle spielen.
Es wurde die stdchiometrische Gleichung zusammen-

gestellt, und zwar sowie fiir den Anfang des Prozesses,
wo das “Substrat bei niedrigem Sauerstoffverbrauch
effektiver ausgeniitzt wird, als auch fiir die Endphase
des Prozesses, wo die angehduite Essigsdure die Syn-
these der Hefemasse beeinfluBt und der spezifische
Sauerstoffverbrauch ansteigt. Die Bilanz der gesamten
Kultivation ergibt sich aus der Summe der beiden
Prozesse. Aufgrund der Analyse der Ergebnisse wurde
die Bilanz fiir den ausgeglichenen ProzeBverlauf be-
rechnet, bei dem sich keine Essigsdure anh#uft. Die bei
diesem ausgeglichenen Prozefiverlauf erzielte Ausbeute
stellt die Maximalgrenze dar, die mit dem gegebenen
Hefestamm, Rohstoff und technologischen Verfahren
erreicht werden kann.



