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Vyznam drasliku pfi vyrobé krmnych ethanolovych kvasnic

Ing. MIROSLAV RUT, Dr. JAROMIR ADAMEK, Ing. JIRI

krmivafFského primyslu a sluZeb, Praha

V sudin® kvasinek je obvykle obsaZeno okolo 2%
drasliku, kter§ tvofi podstatnou (25—30 %) &&st popela.
V fadé& biogennich prvkid sestavenych podle kvantitativ-
niho zastoupeni stoji draslik dokonce pfed fosforem,
hned za uhlikem, kyslikem, dusikem a vodikem. JiZ
z tohoto prvniho pohledu je zfejmy mimofadny vyznam
tohoto prvku pfi syntéze biomasy [1].

O mezbytnosti drasliku pro riist kvasinek byl podan
diikaz jiZ v roce 1934 Lasnitzkim a Szdrenyim [2],
pozddji Atkinem [3]. I kdyZ funkce drasliku neni
jesté komplexnd prozkoumdna a zhodnocena, v litera-
tufe lze najit velké mnoZstvi praci, které se zabyvaji
jednotlivymi vlastnostmi drasliku. Tvrdi se [4], Ze dras-
lik ma& velky vyznam pro energeticky a uhlikovy meta-
bolismus mikroorganismi.

MnoZstvi drasliku v Zivnhém médiu do znac¢né miry
ovliviiuje adinnest vyuZiti esencidlnich Zivin, napf. glu-
ko6zy a kysliku [5, 6]. ZaleZi na tom, zda proces probihd
v aerobnich nebo anaerobnich podminkédch [7].

KARNET, Ing. FRANTISEK STROS, CSc., Vyzkumny tstav

P¥i rdstu kvasinek probihd intenzivni, obousmérny
transport drasliku, pfitemZ do bun&k pfechdzi draslik
aktivnim transportem, jen kdyZ maji bufiky k dispozici
zdroj uhliku. Napfiklad u pekafskych kvasnic miZe byt
koncentra&ni gradient aZ 1:1000 [8]. PFi vyCerpani
zdroje uhliku se pfijem drasliku zastavi a naopak se
draslik vyplavuje do prostfedi [9].

Potfeba drasliku zavisi také na druhu uhlikatého zdro-
je. Pokud je zdroj uhliku kysel§, nebo tvoff veétsi mnoZz-
stvi kyselych meziproduktd, je spotfeba drasliku vétsi
neZ napf. pfi kultivaci na gluk6ze [10].

Bylo dokazano, Ze draslik plni v buiikdch mikroor-
ganismt nékolik funkci. Napfiklad vedle vapniku a so-
diku ovliviiuje sloZeni protoplastd a chrani integritu
bunék pfed lyzi [11].

Vyznamnou ulohu plni draslik pfi aktivaci néktergch
enzymifl, pfi udrZovani vnitrobuné&fného pH a optimal-
niho osmotického tlaku. Pfi aktivaci enzymi se draslik
uplatiiuje prfedevSim u enzymi spojenych s metabolis-
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mem fosforu [6, 10, 12, 13, 14], oxidaci glukdézy [15],
u enzyml cytochromového systému v mitochondriich
[16], ribosom@ [17], a enzyml souvisejicich se zabudo-
vanim acetdtu do Krebsova cyklu [18]. P¥i nedostatku
drasliku je inhibovdn transport anorganického fosfatu
membranou [19] a sniZuje se rychlost syntézy bilkovin
[20]. Celkovym projevem nedostatku drasliku je sniZeni
rozmnoZovani a zmény ve sloZeni biomasy [21, 22].

Velmi dileZitou dlohu hraje draslik pri regulaci
vnitrobuné¢ného pH kvasinek. PFi utilizaci zdroje uhli-
ku vstupuje do buiiky K+ a soucasné vystupuje H+ a
organicky anion do okolniho prostfedi [23, 24].

Z uvedeného prehledu vlastnosti drasliku pfi syntéze
biomasy vyplyva, Ze draslik miiZe mit vliv i na ekono-
miku vyroby krmnych kvasnic. ProtoZe se v souasné
dob& vyroba krmnych ethanolovych kvasnic v Seliko Ko-
jetin orientuje na levny nahradni zdroj drasliku, zaby-
vali jsme se dynamikou spotfeby drasliku za laborator-
nich a provoznich podminek.

MATERIALY A METODIKA
Mikroorganismus

Provozni kmen, ktery se pouZivd pfi vyrob& krmnych
ethanolovych kvasnic, je Torulopsis ethanolitolerans
RIFIS 25, ktery je udrZovan ve sbirce mikroorganismi
VUKPS a Ceskoslovenské shirce kvasinek (CCY) v Che-
mickém ustavu SAV v Bratislave.

Inokulace Zivnych ptd byla provadéna pastou, ziska-
nou cdstfedénim narostlé kultury na kalové odstfedivce
Westfalia LWA 205. Pasta obsahuje asi 22 % suliny a
uchovdva se maximdlné 1 tyden pfi 5 °C.

Fermentory a zpiisoby kultivace

Laboratorni kultivace se provadély na 30 1 fermentoru
s néplni 15 litrd a pFestupem kysliku 160 mmol.h-1

Technika jednorazové priZivované kultivace a regula-
ce byla provedena obvyklym zptisobem [25]. PriZivovalo
se ethanolem a amoniakovou vodou, ostaini soucésti
pady se pro celou kultivaci pfiddvaly najednou na za-
¢atku. PriZivovani ethanolem a amoniakovou vodou se
provadélo podle zmén pH a kultivace byla ukoncena po
spotfebovani 587 ml amoniakové smési (450 ml etanolu
90 % obj., 135 ml amoniakové vody 24% a 2 ml odpé&-
fiovaciho oleje).

Zakladni mnoZstvi amonnych iontd bylo nastaveno
pridanim 1 g siranu amonného na kaZdy litr Zivného
média.

Provezni kultivace je kontinualni a udrZovanim kon-
centradce ethanolu v rozmezi 0,1—0,3 % obj., s pfiZivo-
vdnim amoniakovou vodou podle pH a jednohodinovymi
pridavky roztoku soli (K, P, Mg, Zn, Cu, Fe, Mn). Ze
systému odtéka kvasni¢né mléko 15%, odseparované
médium se vraci zpét do fermentoru.

Fermentor 200 m3 s néplni 80 m3 mé& prestup 150 aZ
160 mmol O,/m3.h, zfedovaci rychlost 0,15—0,18 h-1.

Méireni koncentrace drasliku

Pro méfeni koncentrace K+ byla pouZita draslikova
iontové selektivni elektroda (Crytur-Monokrystaly Tur-
nov) v kombinaci s kalomelovou elektrodou. Elektrody
byly vloZeny piimo do kultivaéniho média. Potencial
elektrod byl snimdn regulaénim pH-metrem LF-RPH
(VD CSAV) a registrovan na liniovém zapisov_agi EZ 4100.
Méfeni se provadélo pii konstantni teploté a pH.

Udaje byly korigovany podle obsahu NH¥,. Ostatni
sloZky Zivného média méfeni K+ vyznamné neovliviiuji.

VYSLEDKY A DISKUSE

JiZ pfi prvnim méfeni dynamiky spotfeby K+ pri kul-

tivacich bylo pozorovéno, Ze spotfeba drasliku je nerov-
nomérnd. Typicky priklad méreni spotfeby drasliku pfi
jednorazové, ethanolem a amoniakem pfiZivované kulti-
vace je ma obrdzku 1. VeSkery draslik byl pfidan na za-
¢atku kultivace. Z grafu je zfejmé, Ze rychlost spotfeby
drasliku klesd v zavislosti na aktudlni koncentraci dras-
liku v médiu. Kvasinky pFi velkém piebytku K+ p¥iji-
maji velké mnoZstvi drasliku, aZ 45 mg K+ na 1 g syn-
tézované biomasy.
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Obr. 1. Laboratorni jednordzovd priZivovand kultivace

(veskery draslik na zaédtku)

0,327 t
1 ... rustova Krivka (gfl) pro t 0 az 2 h, x = 6,6 e, pro t 2 az
6 h, X = 463t + 3,4, 2 ... stupeil nasyceni rozpu$ténym kyslikem
(%), 3 ... obsah ethanolu v médiu (g a afl) 4 ... koncentrace
+

drasliku v médiu (mg K/1), 5.

.. mérna spotfeba drasliku (mg
K/g sus.) : . .

Pri koncentraci 150—350 mg K+/1 spotfebuji kvasinky
drasliku asi 2—3 % své suché hmotnosti, coZ je mnoz-
stvi, se kterym se b&Zné& pocitd pfi syntéze biomasy kva-
sinek.

Vysvétleni pro vysokou spotfebu 25—50 mg K+/g
su$. a normdlni (23—24 mg K+/g su$.) mbZe byt vSak
také v tom, Ze interval vysoké spotieby drasliku souvisi
s prebytkem kysliku a interval normélni spotfeby K+
souvisi s vyCerpdnim kysliku z média [9]. Koncentrace
drasliku v médiu okolo 100 mg/l je kritickd a p¥i ni%-
Sich koncentracich klesa riistova rychlost. Je to zfejmé
z rlstové kfivky na obr. 1, ve které logaritmicka faze
ristu kon¢i s limitem kysliku a linedrni rfist kon&i me-
zi 5.—6. hodinou kultivace. V tomto obdobi poklesl prii-
mérny obsah drasliku v buiikdch pod 2 %.

Po vycCerpani zdroje uhliku se &ast drasliku uvoliiuje
Z biomasy zpét do média, a to i tehdy, kdyZ byl prmér-
ny obsah drasliku velmi nizky (1,47 % K+ v sus.).

V daldim laboratornim pokusu jsme udrZovali v médiu
koncentraci na 100 mg K+/l. Vysledky jsou znazorn&ny
na obr. 2. V porovnani s predchazejicim pokusem se
v exponencialnf fazi zvySila specifickd riistova rychlost
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z 0,327 na 0,369 h—1 a ve fazi linearniho ristu vzrostla
produktivita z 4,63 na 5,78 g/h. Zajimavé je prokazatelné
zvydeni vytéZnosti z 69,5 na 78,0 %. Toto zvySeni vytez-
nosti soutasné znamend sniZeni specifické spotfeby
kysliku z 1,687 na 1,359 g O,/g su$. a pfesné& vysvétluje
zvySenou produktivitu.
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Obr. 2. Laboratorni jednordzovd pFiZivovand kultivace
(draslik regulovdn na 100 mg K+ na 1)
) 0,369 t
1...ruastova kfivka (g/l) prot0az3 h X = 3,5e, prot 4 aZ
8 hX = 578t — 7,54, 2...stupeil nasyceni rozpudténym kyslikem
(%), 3...mérna spotfeba drasliku (mg K/g sus.)
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Obr. 3. Provozni  priZivovand kontinudlni  kultivace

s ddvkovdnim Zivngch soli po 1 hodiné

Specifickd spotfeba drasliku se ve fazi linedarniho ris-
tu ustélila prakticky na stejné hodnot# (24 mg K/g sus.)
jako v predchézejicim pokusu v obdobi nelimitovaném
draslikem. Toto mnoZstvi je zfejm& obvyklé a optimélni
pro dany kmen a kultivaci v limitu kysliku.

PFi provozni kontinualni kultivaci se zdroj drasliku
(fosforeénan draselny nebo lihovarské melasové vypal-
ky) davkuje periodicky v jednohodinovych intervalech.
Na obr. 3 jsou zndzorn&ny zmény koncentrace K+ v mé-
diu.

Po priddni zdroje drasliku se zvy3i koncentrace na
60—80 mg K+/1 a bshem jedné hodiny klesne na 10 aZ
15 mg K+/1. Priibsh spotfeby drasliku v tomto intervalu
m4 obdobny charakter jako v laboratornich podminkach,
ale absolutni hodnota odpovidd pomé&rim rhstu limito-
vaného draslikem. Provozni kultivace probiha tedy v po-
rovnani s laboratorni v nepfiznivych podminkéach. Vzhle-
dem k tomu, Ze se z jingch technologickych davodd
udrZuje zfedovaci rychlost na 0,16—0,18 h-1 neproje-
vuje se nizkd koncentrace drasliku na ristové rychlos-
ti. P¥i vy38i zFedovaci rychlosti by bylo nutné udrZovat
koncentraci drasliku okolo 100 mg K+/1.

Z uvedené prace vyplyva, Ze je tfeba itloze drasliku
vénovat pozornost, zv1astd pfi intenzifikaci kultivaénich
procesii. Selektivni elektrody Crytur lze ve spojent
s vhodnym milivoltmetrem vyuZit pro mé&feni koncen-
trace drasliku v médiu. Problematice méfeni drasliku
pti aerobnich kultivacich bude v&novéan dalsi ¢lanek.
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Rut, M. - Adamek, L. - Karnet, J. - Stros, F.: V§znam
drasliku pi#i vyrobé krmnych ethanolovych Kkvasnic.
Kvas. prim., 29, 1983, ¢. 8, s. 172—175.

Byla zkoumédna dynamika spotFeby drasliku pfi kulti-
vaci krmnych kvasinek Torulopsis ethanolitolerans na
syntetickém ethanolu. Pfi pretrZitém davkovani drasliku
vznikaji velké vykyvy v Kkoncentraci drasliku. Na
zacatku davkovaciho intervalu pfijimaji kvasinky zvy-
Sené mnoZstvi drasliku (25—45 mg K+ na 1 g suSiny
kvasinek) a na konci intervalu klesd koncenrace drasli-
ku pod optimdlni hranici a spotfeba drasliku kvasinka-
mi je men3i neZ 20 mg/g. Optimalni koncentraci drasli-
ku v médiu okolo 100 mg/l je nejlépe udrZovat plynu-
lym davkovdnim drasliku pri nepretrZitém méreni ion-
tové selektivni draslikovou elektrodou. PFitom se zvy§S3i
vytéZnost Yx/s z 0,695 na 0,780 na plné& syntetickém mé-
diu.

Pyr, M., Anamek, Jl., Kapuer M., lltpocc, ®.: 3nauenue
KalMss NpH MNPOH3BOJACTBE KOPMOBBIX JApPOXKKeid Ha 06ase
stanoaa. Ksac. mpym., 29, 1983, Ne 8, ctp. 172—175.

HccnenoBana nuHaMmuka noTpeGJeHHsT KajHsi TPH KYJb-
THBHDOBAHHH KOPMOBBIX Jpozx:keil Topy.oncuc 3rtanosu-
TOJepaHC Ha CHHTeTHYeckoMm 3TanoJge. [lpm mnpepeiBHOM
JIO3UPOBAHUH Ka/JHsi BO3HHKAIOT 3HAUMTE/bHblE KOJeOaHHs
B KOHIEHTpalHuu Kajausi. B Havane uHTepBaja JNO3HPOBAHHSA
JIDOKXKH TNPHHHMAKOT TOBBILIEHHOE KOJHYECTBO  KaJHs
(25—45 mr K+ ma 1 r cyxoro sellectBa), B KOHIE HH-
TepBaJja KOHIEHTDPALHs KaJHs Najaer HHXKe ONTHMAJ/bHO-
ro mpeje/a H NmoTped/ieHHe KaJHs JPOK:KAaMH MeHblle ueM
20 wmr/r. OnTumanbHast KOHLEHTpPalHs KaJHi B cpeje
cocTaBasieT OKoso 100 Mr/a, ee MOXKHO NOAJePXKHBab INy-
TeM HeNpepelBHOrO JO3HPOBAHHS KaJHs IIPH HeNpephiB-
HOM H3MEpeHHH NpPH TNOMOIUH HOHHOTO CeJEeKTHBHOrO Ka-
aueBOro ssjekTpoxa. IIpu 3ToM BBEIXOJ TNOBBIIaeTCs OT
0,695 no 0,780 B moOJHe CHHTETHYECKOH cpeje.

Rut, M. - Adamek, L. - Karnet, ]. - Stros, F.: Significance

of K+ Ions in Fooder Yeast Production from Ethanol.
Kvas. prim. 29, 1983, No. 8, p. 172—175.

Dynamics of potassium uptake during a culture of
fooder yeast Torulopsis ethanolitolerans on synthetic
ethanol were studied. Using a periodical dosage of
potassium large variances in its concentration were
observed. At the start of the dosage interval the yeasts
accumulate an increased quantity of potassium (25—45
mg K+ per 1 g of cell dry weight). At the end of the
interval the potassium concentration decreased under the
optimal limit and potassium uptake is below 20 mg.g—1.
The optimum potassium concentration in the medium of
about 100 mg.1-! can be maintained by a continuous
potassium dosage. For a continuous measurements of
the pottasium concentration, the ion selective potassium
electrode can be used. This procedure permits to in-
crease the biomass yield cofficient from 0.695 to 0.780
in a synthetic medium.

Rut, M. - Adamek, L. - Karnet, J. - Stros, F.: Bedeutung
des Kaliums bei der Erzeugung von Athanol-Futterhefe.
Kvas. prim. 29, 1983, Nr. 8, S. 172—175.

Es wurde die Dynamik des Kaliumverbrauchs bei der
Kultivation der Futterhefen Torulopsis ethanolitolerans
auf synthetischem Athanol studiert. Bei nichtkontinuier-
licher Kaliumdosierung wurden grosse Schwankungen
in der Kaliumkonzentration festgestellt. Am Anfang des
Dosierungsintervalls nehmen die Hefen eine erhohte
Kaliummenge auf (25—45 mg K+ pro g Hefetrocken-
substanz), wogegen zu Ende des Intervalls die Kalium-
konzentration unter die optimale Grenze absinkt und
der Kaliumverbrauch der Hefen niedrigere Werte als
20 mg/g aufweist. Die optimale Kaliumkonzentration von
ungefdhr 100 mg/l kann am besten durch kontinuierli-
che Kaliumdosierung bei durchlaufender Messung mittels
Ion-selektiver Kalium-Elektrode eingehalten werden.
Dadurch kann die Ausbeute Yx/s von 0,695 auf 0,780
erhoht werden, und zwar auf einem volkommen synthe-
tischen Medium.



