2. Стехиометрия процессов культивирования микроорганизмов. Оптимизация ферментационных сред

2.1 Основные принципы стехиометрии
Макростехиометрическими характеристиками процесса, выражающими взаимосвязь между приростом биомассы, продукта и расходованием субстрата, являются коэффициент выхода биомассы (YX/S) и коэффициент выхода продукта (YР/S). Эти коэффициенты также называют экономическими.

Иногда вместо экономических коэффициентов используют обратные им метаболические (трофические коэффициенты) YS/X и YS/P.

Экономический, метаболический коэффициенты выхода продукта по субстрату и биомассе – это в простейшем виде стехиометрические коэффициенты. Они нужны для того, чтобы по одной из известных величин (например, ΔS), рассчитать и другие характеристики процесса (например, ΔХ, ΔР).
Если в химии в результате взаимодействия реагентов А и В поучаются продукты С и D, то можно записать следующее стехиометрическое уравнение:
nAA + nBB = nCC + nDD.
Как известно, стехиометрические коэффициенты подбирают таким образом, чтобы выразить фундаментальный закон природы – закон сохранения материи. Количество атомов любого элемента, входящего в вещества А, В, Си D, не должно изменяться в процессе превращения веществ.
В биологии также действует закон сохранения материи. В ходе биологических превращений в клетке перегруппировываются атомы углерода, азота, фосфора, водорода, кислорода и других жизненно важных химических элементов. Но общее количество каждого из этих элементов, включенное в структуры клетки, в точности равно количеству, взятому клеткой из питательной среды.
Процесс ферментации можно представить как систему, в которой происходит преобразование исходных реагентов (субстратов) в продукты (клетки и продукты метаболизма) (рисунок 13).
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Рисунок 13 Схематическое представление процесса превращения субстратов в биомассу и продукты метаболизма
В аэробных процессах в число субстратов входит кислород О2, а в число продуктов – диоксид углерода СО2. Другие субстраты и продукты в разных процессах различные, но стехиометрические соотношения между ними должны соблюдаться.
По аналогии со стехиометрией в химии можно записать стехиометрическое уравнение для микробиологического процесса:
nС [углеродный субстрат] + nN [азотный субстрат] + nP [фосфорный субстрат] +
nO2 [О2] +.... = nX [биомасса] + nP [продукт метаболизма] + nCO2 [CO2] +.... + nH2O [H2O] 
Первое замечание по данному уравнению состоит в том, что хотя биомасса микроорганизмов является продуктом «реакции», она же будет и «исходным реагентом» Действительно, как бы мы не смешивали и что бы мы не делали с исходными субстратами, из них никогда не получится биомасса. Правильно было бы записать биомассу в качестве «субстрата», а в числе продуктов биомассу указать с коэффициентом (nX + 1) – большим, чем коэффициент при «биомассе-субстрате». Учитывая это, можно все же использовать представленное выше результирующее уравнение, в котором биомасса записана только как продукт. 
2.2 Вывод «формулы» биомассы микроорганизмов 
Разница между «истинной» стехиометрией и микробиологической в том, что наряду с веществами, имеющими определенную химическую формулу, в нее входит биомасса, состоящая из множества индивидуальных веществ – белков, нуклеиновых кислот, липидов и так далее, многие из которых даже не идентифицированы. Все эти вещества записывают целой совокупностью, «связкой». Отсюда следует, что какой-то существующей в природе истинной «формулы» биомассы нет. Однако для работы со стехиометрическим уравнением и подбора коэффициентов какой-то, хотя бы фиктивный, эмпирический вид «формулы» биомассы нужен.
За основу при этом можно выбрать элементный состав биомассы (высушенной). Существуют приборы элементного анализа, с помощью которых путем сжигания образца можно определять элементный состав чего угодно. Такие измерения проводились. Естественно, что есть некоторые различия в содержании тех или иных элементов в зависимости от вида микроорганизма и типа используемых субстратов. Однако эти различия не очень велики.
В таблице 8 представлен элементный состав для «средних» бактерий, дрожжей и (с определенной погрешностью) вообще для «усредненных микроорганизмов».
Таблица 8 – Элементный состав биомассы микроорганизмов

	Тип микроорганизмов
	Элементный состав, %

	
	С
	Н
	О
	N
	P
	S
	Зола

	Дрожжи
	47,0
	6,5
	30,0
	7,5
	1,5
	1,0
	6,5

	Бактерии
	53,0
	7,0
	20,0
	12,0
	3,0
	1,0
	4,0

	«Усредненный»
	50,0
	8,0
	20,0
	14,0
	3,0
	1,0
	4,0


Как теперь из этого элементного состава получить «формулу» биомассы? Если принять сухую массу биомассы равной 100 г, то состав, выраженный в таблице 8 в процентах, будет отражать массу соответствующего элемента в граммах. Разделив эту массу на атомную массу соответствующего элемента, получаем количество грамм-атомов в 100 г сухой биомассы (таблица 9).
Таблица 9– Расчет числа грамм-атомов элементов в 100 г сухой биомассы
	Тип микроорганизмов
	С/12
	Н/1
	О/16
	N/14
	P/31
	S/32

	Дрожжи
	3,92
	6,5
	1,88
	0,54
	0,05
	0,03

	Бактерии
	4,42
	7,0
	1,25
	0,86
	0,1
	0,03

	«Усредненный»
	4,17
	8,0
	1,25
	1,0
	0,1
	0,03


Итак, в первом приближении «формулу» дрожжей можно записать как С3,92Н6,5O1,88N0,54P0,05S0,03, бактерий – С4,42Н7,0O1,25N0,86P0,1S0,03, «усредненной» биомассы — С4,17Н8,0O1,25N1,0P0,1S0,03. Сравнение этих «формул» показывает, что состав биомассы микроорганизмов различных классов не очень-то различается. Интересно, что «молекулярная масса» для каждой из этих «формул» будет 100 или около того (неучтенной золой можно пренебречь).
На первый взгляд кажется непреложным, что в гипотетической «молекуле» биомассы не может быть дробных атомов углерода, серы и т.д. Поэтому, чтобы придать видимость правдоподобия «формуле», ее умножают на какое-то очень большое число, чтобы все коэффициенты оказались целыми числами. Самое простое в данном случае – умножить на 100. Однако никакой беды в дробных коэффициентах или в молекулярной массе, умноженной или разделенной на то или иное число, нет. Надо учесть, что в конечном счете стехиометрическое уравнение нужно просто для расчета соотношения между массами элементов, и это соотношение вполне можно вычислять и без целочисленных коэффициентов атомных индексов в «формуле» биомассы и стехиометрических коэффициентов в самом уравнении. Кроме того, в стехиометрических расчетах обычно пренебрегают элементами, составляющими малую часть состава биомассы. В «формуле» отбрасывают, таким образом, фосфор и серу, а иногда и азот.
Мы уже говорили, что в стехиометрическом уравнении все члены можно умножить или разделить на одно и то же число. Значит, без ущерба для расчетов можно произвольно «принять» «молекулярную массу» для биомассы какой угодно, лишь бы потом мы пересчитали все стехиометрические коэффициенты в уравнении. Удобно принимать такую «молекулярную массу», чтобы в ней оказался только один атом (грамм-атом) углерода. Для этого в ранее вычисленных «формулах» биомассы достаточно все индексы при атомах разделить на индекс при атоме углерода. Такой условный моль, приведенный к одному атому углерода, называют С-моль.
В наших примерах:
дрожжи – СН1,66O0;48N0,14;
бактерии – СН1,58O0;28N0,19;
«усредненная» биомасса – СН1,92O0;3N0,24.
Однако для «усредненной» биомассы более часто используется формула, предложенная Стоутхамером для С-моля: СН1,8O0;5N0,2.
Из-за простоты эту формулу часто применяют в расчетах. С этого момента забудем о существующих мелких различиях в составах биомассы микроорганизмов!
Рассчитаем «молекулярную массу» С-моля: М = 1·12 + 1,8·1 + 0,5·16 + 0,2·14 = 24,6.
Имея теперь брутто-формулу биомассы, можно проводить и стехиометрические расчеты, как в химических уравнениях.
2.3 Расчет выхода биомассы на углеродный субстрат
Обычно наибольший интерес с учетом выхода составляет самый дорогой субстрат – углеродный. Вы уже знаете, что в качестве углеродного субстрата могут использоваться разные вещества: глюкоза, крахмал, этанол, метанол, парафины нефти, метан и другие. Эти вещества можно также пересчитать на С-моль (т.е. оставить в молекуле только один атом углерода). Например, для глюкозы с формулой С6Н12О6 С-моль будет иметь формулу СН2О, для крахмала с формулой (C6H12O6)n, вид С-моля не изменится. Вот почему эти вещества определяются словом «углеводы». Рассчитав молекулярную массу С-моля субстрата и сравнив ее с массой С-моля биомассы, можно найти теоретический выход биомассы, если весь углерод субстрата перейдет в углерод биомассы (таблица 10).
Таблица 10 – Расчет стехиометрического выхода биомассы для различных субстратов
	Субстрат
	Химическая формула
	Молекулярная масса субстрата
	Молекулярная масса С-моля субстрата
	Стехиометрический выход биомассы
	Фактически измеренный выход биомассы, г/г

	Глюкоза
	С6Н12О6
	180
	30
	0,82
	0,5

	Крахмал
	(С6Н12О6)n
	180n
	30
	0,82
	0,5

	Целлюлоза
	(С6Н12О6)n
	180n
	30
	0,82
	0,5

	Этанол
	C2H5OH
	46
	23
	1,07
	0,75

	Метанол
	CH3OH
	32
	32
	0.77
	0,5

	Парафины

(н-алканы)
	(CH2)nH2
	14n + 2
	~14
	~1,76
	1,0

	Метан
	CH4
	16
	16
	1,54
	0,62


Из таблицы следует, что разные субстраты дают различный стехиометрический выход по биомассе. Последний столбец таблицы 10 включает в себя данные о фактически измеренном выходе биомассы в реальных микробиологических процессах, проведенных на указанных в таблице субстратах. Из сравнения теоретического (стехиометрического) и фактического выходов видно, что «тенденция» прослеживается: максимальный выход – на парафинах, минимальный – на углеводах. Но при этом фактический выход «не дотягивает» до стехиометрического.
2.4 Определение стехиометрических соотношений в реальных процессах ферментации
В реальных процессах ферментации в клетке одновременно протекают два процесса:
Катаболизм – преобразование субстратов в элементарные биохимические соединения, в том числе и содержащие энергию (АТФ), которые в дальнейшем используются при биосинтезе. Есть здесь и «отходы» – диоксид углерода, тепло – то, что напрямую не идет для синтеза биомассы и других продуктов. 

Анаболизм – построение макромолекулярных соединений (белков, нуклеиновых кислот, компонентов клеточной стенки), а также продуктов метаболизма с использованием универсальных биохимических «кирпичей».
При катаболизме энергия выделяется, при анаболизме – расходуется.
Затраты энергии (да и материи – молекул, атомов) на анаболизм никогда не бывают равны разности энергетических уровней исходных и конечных веществ. Прежде всего, это вытекает из второго закона термодинамики (нужна энергия на осуществление биохимических превращений). С другой стороны, биохимические механизмы не идеальны, часть энергии и вещества расходуется на побочные продукты и тепло. Эти потери вещества учитываются реальными стехиометрическими (экономическими) коэффициентами, которые как раз и определяются из эксперимента – сравнением кривых изменения концентрации биомассы, субстрата и продуктов.
При этом общее стехиометрическое соотношение для объединенного процесса, включающего катаболизм и анаболизм, может быть записано в виде:
nS S + nO2 [О2] + nN [NH3] →X + nP [Р] + nCO2 [CO2] + nH2O [H2O]
Здесь биомасса выражена в С-молях, а субстрат – в обычных молях.
Другое соображение, поясняющее различия между стехиометрическим и фактическим выходом биомассы, заключается в следующем. В ходе процесса культивирования наряду с «конструктивными» биохимическими превращениями (образование биомассы и различных продуктов метаболизма) протекают также биохимические процессы, которые в совокупности можно назвать «поддержанием жизнедеятельности» микроорганизмов. При этом происходит синтез клеточных компонентов, которые естественным образом деградируют, и для сохранения жизнеспособности клеток нужна их «репарация». В принципе мы можем так подавать субстрат, чтобы его хватало только на поддержание жизнедеятельности, а новая биомасса микроорганизмов и продукты метаболизма при этом не образовывались. Ясно, что в таких процессах выход биомассы YX/S равен нулю. И он (то, что в таблице 10 определено как «фактический» выход) не является постоянным и зависит от условий и скорости роста биомассы. Представленные цифры характеризуют максимально достигнутый выход, но и он далек от стехиометрического. Затраты субстрата на поддержание жизнедеятельности существуют всегда.
Рассмотрим теперь вопрос о нахождении стехиометрических коэффициентов, указанных в объединенном стехиометрическом уравнении, если известны из эксперимента фактические данные по потреблению субстрата и образованию продуктов биохимического взаимодействия. Необходимо знать, по меньшей мере, количество израсходованного субстрата (в реальных мерах – граммы, килограммы и т. д.) и соответствующие данные по количеству образовавшейся биомассы микроорганизмов или продукта метаболизма.

Для примера рассмотрим конкретный процесс производства лимонной кислоты.
Известно, что в процессе ферментации на 1 кг потребленной сахарозы получается 0,6 кг лимонной кислоты и 0,3 кг сухой биомассы. Рассчитаем стехиометрические коэффициенты. Переведем все величины в моли соответствующих веществ.
Молекулярная масса сахарозы (С12Н22О11) равна 342, лимонной кислоты (C6H8O7) – 192, С-моля биомассы – 24,6.
Расчет в тетради.
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