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Fermentacna produkcia etanolu

MILAN VALACH - ERNEST STURDIK

SunrN. Cldnok je zamerany na $irsf opis fermentacnej produkcie etanolu. Uvedené si
zdkladné pouzivané suroviny spolu s ich charakterizdciou a tiez technologickymi opera-
ciami spojenymi s ich predpripravou (hydrolyza skrobovych a lignocelulézovych mate-
ridlov). Struénym spdsobom je spracovany aj prehlad najpouzivanejSich mikrobidlnych
kmenov produkujucich etanol s ich fermenta¢nymi charakteristikami. V zdverecnej Casti
je rozobrand problematika vyberu typu bioreaktora, pri prezentovanych usporiadaniach
su uvedené aj Specifické vytazky.

KIUCOVE SLOVA: bioreaktory; etanol; fermentdcia; mikrobidlne produkéné kmene;
suroviny

Etanol predstavuje vyzvu pre komplexné rieSenie viacerych problémov
tykajucich sa nielen potravindrstva, ale aj polnohospodarstva, energetiky
a zivotného prostredia. Tato skuto¢nost je zvlast vyznamnad v suvislosti s jeho
vyuzivanim ako energetického nosica. V porovnani s fosilnymi palivami mad
etanol vyhodu obnovitelnosti jeho zdrojov, pritom pri jeho spalovani nedo-
chddza k zatazovaniu atmosféry produkciou nadbytocného mnozstva plynov
sposobujucich sklenikovy efekt, pretoze sa uvolni len ten COp, ktory bol
z ovzdusSia fixovany pri tvorbe rastlinnej biomasy [1]. Etanol tieZ v neposled-
nej miere predstavuje cestu zhodnotenia mnohych odpadov organického
povodu z polnohospodarskeho [2], lesnickeho [3], papierenského [4], Ci
potravindrskeho [5] priemyslu. Preto md opodstatnenie zaoberat sa maxi-
malnou intenzifikdciou jeho produkcie. Ddlezité je pritom aj samotnd eko-
nomika vyroby, preto sa vynakladd snaha na kontinaulizdciu nielen fermen-
tacného procesu, ale aj izoldcie produktu. Takéto usporiadanie vyrobného
procesu si vyzaduje navrhovanie novych typov reaktorov. Dalifm inova¢nym
trendom je vyuzitie imobilizdtovych technologii.
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1. Suroviny

Podla materidlov Ministerstva podohospoddrstva SR je v sucasnosti
na Slovensku registrovanych 26 polnohospodarskych liehovarov vyrdba-
jucich surovy lieh (koniec roka 2002). Z toho len jediny liehovar
v Leopoldove vyuziva ako surovinu melasu. To znamend, ze drviva vacSina
spracovava Skrobové substrdty, o je pomerne ndrocné, pretoze suroviny
obsahujtce skrob, celuldzu alebo iné oligo- a polysacharidy je potrebné este
pred fermentdciou hydrolyzovat a tak z nich ziskat poZadované fermentacné
substraty. Z ekonomického aj ekologického hladiska je vyhodné tiez zuzit-
kovanie niektorych ,,odpadov* z inych vyrob. Ide hlavne o srvdtku a lignoce-
lul6zové materidly.

1.1 Melasa

Repnd melasa bola donedédvna v naSich oblastiach jednym z najdolezite-
jSich substrdtov pre liehovarnicky priemysel. V poslednej dobe vSak jej vyz-
nam v suvislosti s liechovarnictvom klesa (tab. 1), ¢o je zapri¢inené vysokou
koncentraciou inhibitorov spomalujicich fermentacny proces. Pritomnost
tychto inhibitorov v melase je pravdepodobne zodpovedna za niZSiu fermen-
tac¢nu schopnost laboratdrnych kmenov v porovnani s produkénymi kmefimi

Tas. 1. Bilancia produkcie surového liehu v Slovenskej republike
kumulativne od 1.1.2002 do 31.12.2002.
Tas. 1. Balance sheet of the production of crude spirit in Slovakia
accumulative from 1.1.2002 till 31.12.2002.

Ukazovatell Absoliitny alkohol? [1]

Stav zdsob k 1.1.20023 891 784
Vyroba4 7 742 971
Spotreba surovin na vyrobu spolu’ 4303 599
vtom: obilie (najmé psenica, raz, jamen, kukurica)® 46 886

zemiaky”’ 0

melasa repna$ 18 892

melasa z cukrove;j trstiny? 0

iné ($krob a pod.)10 4237 821

1 - parameter, 2 - absolute alcohol, 3 - level of supplies till 1.1.2002, 4 - production, 5 - con-
sumption of raw materials, 6 - incl.: grains, 7 - potatoes, 8 - beet molasses, 9 - sugar-cane
molasses, 10 - others (starch etc.).

152



Fermentac¢nd produkcia etanolu

TaB. 2. Objem vyroby melasy v Slovenskej republike (zdroj: Slovensky cukrovarnicky spolok).
TaB. 2. Mass production of molasses in Slovac republic (source: Slovak sugar association).

Melasal 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Vyroba? [t] 87120 | 86836 | 66103 | 65009 | 43005 | 55894
Medziro¢ny rozdiel® X 284 | -20733 | -1094 | -22004 | 12889
Medziro¢ny index vyvoja* X 99,7 76,1 98,3 66,2 130,0

1 - molasse, 2 - production, 3 - interyear difference, 4 - index of interyear progress.

[6]. Dal3ou jej nevyhodou je, Ze ide o sezénnu surovinu, ktord je produko-
vand v limitovanom mnozstve (tab. 2) a okrem toho sa uplatiiuje aj pri vyro-
be drozdia, kyseliny citrénovej a pri priprave kimnych zmesi.

Na druhej strane je v pripade melasy vyhodou, Ze sacharidy sa tu uz vysky-
tuju priamo v skvasitelnej forme a tym odpadaju dalSie ndro¢né predipravy
suroviny. V pripade pripravy kvasnej zdpary dochdza k jej okysleniu na pH
4,5-5,0 a k riedeniu, tak aby vyslednd koncentrdcia sacharézy bola
10-20 hmotnostnych % na zaciatku fermentdcie a 30-40 % na pritokovanie.
V pripade kontinudlne pracujucich prietokovych systémov s recyklaciou bu-
niek je mozné dosiahnut produktivitu etanolu az 40 g.I'lh-1.

Relativne nizsia hladina dusika a fosforu sa kompenzuje pridavkami vylu-
hu z obilnych klickov alebo z kukuri¢ného Skrobu, z ekonomickych dovodov
sa pouzivaju tieZ anorganické ziviny (napr. (NH4)2HPO4, (NH4)2SO4),
pripadne kvasni¢ny autolyzdt z odpadovych kvasnic.

1.2 Skrobnaté suroviny

Z hladiska procesu skladovania maju obilniny pred zemiakmi vyhodu,
pretoZe obsahuju podstatne menej vlhkosti a tak tazsie podliehaju skaze.

Zemiaky (Solanum tuberosum) predstavuju najcastejSie pouzivanu Skrob-
natu surovinu pre vyrobu etanolu v Nemecku a vychodnej Eurdpe. Priblizna
analyza zloZenia zemiakov je uvedend v (tab. 3). Najdolezitej$Sim kritériom
pre produkciu etanolu je samozrejme mnozstvo Skrobu a tiez sacharidov
(najcastejSie sachardza, glukéza a fruktéza), ktoré obsahuji zemiaky
v malom mnozZstve. Zemiakovy Skrob pritom obsahuje 21-30 % amylozy
a 79-70 % amylopektinu. Kedze v zemiakoch sa nachddza aj urcité mnoz-
stvo pektinovych latok (tab. 3), m6Zu sa v produkovanom alkohole nacha-
dzat aj stopy metanolu.
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Kukurica pre svoj vysoky obsah Skrobu, nizky obsah proteinov (tab. 4)
a relativne nizku cenu je vybornou surovinou pre vyrobu etanolu. Kukuri¢ny
Skrob tvori priblizne dve tretiny celkového Skrobu vyrobeného v USA.
V niektorych krajindch s nepriaznivymi klimatickymi podmienkami na do-
zrievanie kukurice sa ako surovina okrem zfn vyuziva aj kukuri¢na sildz.

PSenica a ja¢men obsahuju o 10-15 % menej Skrobu ako kukurica, o ma
za nasledok nizSie vytazky etanolu na kg obilia a teda aj vySSiu vyrobnu cenu.
ZvySenie obsahu Skrobu v zdpare sa dd dosiahnut napriklad oddelovanim

TAB. 3. Priblizné percentudlne zastipenie jednotlivych zloziek v zemiakoch [16].
TaB. 3. Average percentage ratio of components in potatoes [16].

Zlozkal Mnozstvo [% hm.]?
voda3 72,0-80,0
Skrob# 12,0-21,0
sacharidy (redukujice)s 0,07-1,5
dextrin a pektin® 0,2-1,6
pentézany’ 0,75-1,0
dusikaté zlozky8 1,2-3,2
tuky? 0,1-0,3
vldkninal0 0,5-1,5
popoll! 0,5-1,5

1 - component, 2 - weight percentage, 3 - water, 4 - starch, 5 - reducing sugars, 6 - dextrin
and pectin, 7 - pentosans, 8§ - nitrogenous compounds, 9 - fats, 10 - crude fiber, 11 - ash.

TaB. 4. Percentudlne zastipenie jednotlivych zloziek v kukuri¢nom zrne.
TaB. 4. Percentage ratio of components in corn.

Zlozkal Mnozstvo [% hm.]?
Skrob3 72,0
voda#4 15,0
hemiceluldza, celulézas 10,5
proteiny® 9,5
tuky’ 45
sacharidy8 2,0
popol? 1,5

1 - component, 2 - weight percentage, 3 - starch, 4 - water, 5 - hemicellulose, cellulose, 6 - pro-
teins, 7 - fats, 8 - sugars, 9 - ash.
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klickov a pliev od endospermu v Specidlnych Srotovnikoch a ndsledne pouzi-
tim iba vysokoSkrobnatych frakcii Srotu. Problém vSak nastane, ak obilniny
obsahuju viac ako 13 % proteinov, pretoze potom dochddza k tvorbe
velkého mnoZstva peny pocas fermentdcie. Dal$i problém sa vyskytuje pri
pouziti jaémena, pretoze jeho zdpary maju vysSiu viskozitu ako pSeni¢né. Je
to zapricinené vyssim obsahom B—glukanov v ja¢meni.

Kysld hydrolyza

Prvé glukozové sirupy boli pripravené nemeckym chemikom Kirch-
hoffom v roku 1811 varom $krobu so zriedenou kyselinou sirovou [7].

V homogénnych roztokoch prebieha hydrolyza v zriedenych kyselindch
staticky. V koncentrovanejSich roztokoch kyselin vznikaju fragmenty nerov-
nomernej velkosti a prednostne sa odstiepuji koncové jednotky. U¢inkom
posobenia kyselin (HCl, H2SO4) vSak okrem glukdzy vznikaji aj iné
vedlajsie degradacné produkty sacharidov (5-hydroxymetylfurfural, kyselina
mravcia, kyselina levulova...). Klic¢ovymi faktormi su pritom koncentrdcia
kyseliny, teplotny rezim a koncentracia substratu. Dodnes sa kysld hydrolyza
vyuZiva pri priprave glukézovych sirupov. Jej negativom je vSak vysokd koro-
zivita v kombindcii s vysokou teplotou a taktiez zvySovanie obsahu anorga-
nickych soli v produkte.

Enzymovd hydrolyza

Enzymy na rozdiel od kyselin posobia na Skrob Specificky. Pri hydrolyze
vznikaju nové produkty s kratSim retazcom, dextriny, oligo-, di- a monosa-
charidy. Prvé glukdzové sirupy, pripravené enzymovou hydrolyzou, boli
vyprodukované v 50-tych rokoch 19. storocia pdsobenim amyloglukoziddzy
na kyselinou stekuteny Skrobovy hydrolyzét. Touto technoldgiou bolo mozné
pri miernych teplotnych podmienkach vyprodukovat sirupy so stupfiom scu-
kornenia (DE) vac¢sim ako 90 (DE - dextrina¢ny ekvivalent predstavuje per-
centudlny obsah volnej glukdzy, pre skrob DE = 0, pre dokonaly hydrolyzat
DE = 100, t.j. cistd glukéza). Odvtedy sa v oblasti enzymovej hydrolyzy
Skrobu urobili obrovské pokroky v priprave hydrolyzatov definovaného
stupnia hydrolyzy.

Stekutenie

Teplotny rezim pocas stekucovania Skrobu zavisi od pouzitej technoldgie
a typu pouzitej a—amyldzy. Bakteridlna a—amyldza produkovand kmefiom
Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens ma pri pH 5-6 teplotné optimum
65-70 °C. Naproti tomu a—amyldza produkovana kmenom Bacillus licheni-
formis ma pH optimum 5,6-6,5 a optimdlnu teplotu v Sirokom rozmedzi
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75-105 °C (tab. 5) [8]. Tento enzym indukuje rapidnu redukciu viskozity
Skrobu a vedie k jeho rychlej degraddcii za produkcie vodorozpustnych dex-
trinov (penta- az heptaoligosacharidov). V priemysle prebieha stekutenie
pri pomerne vysokych teplotach (85-95 °C) pocas 1-2 hodin [9].

Scukornenie

Druhym vyznamnym krokom enzymovej hydrolyzy je scukornenie Skro-
bu, kedZe po stekuteni sa v roztoku nachddza viac ako 90 % neskvasitelnej
formy dextrinov. V minulosti sa na scukornenie zapar pouZival zeleny slad.
Po zmazovateni Skrobu vo vardkovych koldnach pri teplote 57-58 °C pokra-
covala hydrolyza vdaka aktivnej sladovej a— a B—amyldze [10]. Takto pripra-
veny hydrolyzat obsahoval vacSinové zastiipenie maltdzy, ale aj vysoky podiel
neskvasitelnych limitnych dextrinov, pretoze neprebehla hydrolyza a—1,6—
glykozidickych vizieb amylopektinu.

Jednou z moznosti degradovania limitnych dextrinov je pouzitie fungdl-
nej a—amyldzy (tab. 5), ktord ndhodne Stiepi vdzby vo vniitri dextrinového
retazca. Pracovné optimum fungdlnej a—amylazy je v rozmedzi pH 5-6 a tep-
16t 50-55°C. Doba poésobenia zdvisi od mnoZstva pouzitého enzymu
(8-24 hodin). Vyslednymi produktami hydrolyzy si hlavne maltéza, malto-
tridza a maltotetrdza.

Pouzitim sladovej f—amyldzy (exoenzym) spolu s pululandzou, ktora Stie-
pi a—1,6-vizby, méZzme pripravit produkt s vysokym stupriom skvasitelnosti
dosahujuicim az 90 % zastipenych glukézovych jednotiek. Pululanédza zvySu-
je zastipenie maltotriézy a tym aj mieru skvasitelnosti zdpary. DalSou
moznostou scukornenia je pouzitie enzymu amyloglukoziddzy, ktord pred-
nostne Stiepi a—1,4-vézby pred a—1,6 a a—1,3-vizbami. Vdaka svojej kineti-
ke nepotrebuje spoluicast odvetvovacich enzymov. Dosahuje sa tou
98-99%-na vyuzitelnost substratu pre fermentacné ucely [9].

Pri enzymovom spracovani $krobovych surovin sa priamo kombinuje hyd-
rolyza s fermentacnym procesom, pritom mozno postupovat viacerymi tech-
nikami:

1. Subezné scukornenie a fermentdcia - SSF (simultaneous saccharification
and fermentation) s vyuzitim zmieSanej kultiry amylolytickych a etanol
produkujicich mikroorganizmov [11, 12]. Ddlezité je pri tomto sposobe
ndjst kompromisné rieSenie optimdlnych fyziologickych podmienok vyho-
vujucich vSetkym pouzitym kmenom.

2. Aplikdcia bakteridlnych alebo fungdlnych amylolytickych enzymov
na scukornenie Skrobu spolu s fermentaénym kmenom [13]. Pri tejto
technoldgii sa dosahuju vysSie vytazky etanolu, pretoze nedochdza k stra-
tdm Skrobu jeho spotrebovdvanim na rast amylolytickych kultur.
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3. Pouzitie geneticky manipulovanych producentov umoznujucich ako fer-
mentdciu, tak aj amylolyzu $krobu. Bolo dokonca dokdzané, ze pouzitim
rekombinantnej kvasinky s glukoamyldzovou aktivitou moze byt etanol
produkovany zo Skrobu rychlejSie a efektivnejSie ako zmesnou kultirou
amylolytického a etanolprodukujiceho mikroorganizmu [14].

1.3 Srvatka

Srvatka predstavuje vedlajsi produkt mliekarského priemyslu. Je to zrie-
deny roztok laktézy (4-5 %), proteinov (0,7-1 %), tuku, soli a vitaminov
vovode. Vo svete existuju dva majoritné druhy srvédtky - sladkd a kysld.
Minoritna sland srvdatka sa vyskytuje iba v niektorych arabskych Statoch.
Sladka srvatka vznika pri koagulacii mliecnych proteinov pésobenim enzymu

TaB. 6. Porovnanie zloZenia kyslej a sladkej srvatky [16].
TaB. 6. Comparison of sweet and acid whey composition [16].

Mnozstvo [% hm.]?

Zlozkal
sladkd srvitka3 kysld srvatka4
suina’ 6-7 5-7
popol6 0,5-0,7 0,7-0,8
laktoza’ 4,5-5,0 3,8-4,2
kyselina mlie¢na8 stopy do 0,8
kyselina citrénova® 0,1 0,1
pH 4,5-6,7 3,9-4,5
hruby proteinl0 0,8-1,0 0,8-1,0

Zastdpenie dusikatych zli¢enin v hrubom proteine v percentach celkového dusikall:

Cisty protein!2 52,5 439
peptidy!3 31,3 33,1
aminokyseliny!4 25 6,1
kreatin!5 2,6 2,5
amoniak!0 1,0 2,3
mocovinal’ 9,1 10,3
puriny!8 1,0 1,8

1 - component, 2 - weight percentage, 3 - sweet whey, 4 - acid whey, 5 - dry matter, 6 - ash,
7 - lactose, 8 - lactic acid, 9 - citric acid, 10 - crude protein, 11 - nitrogenous compounds as %
of total nitrogen in crude protein, 12 - pure protein, 13 - peptides, 14 - amino acids, 15 - cre-
atine, 16 - ammonia, 17 - urea, 18 - purines.
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renildzy, kym pri kyslej srvatke proces zrdzania prebieha uc¢inkom kyseliny
mlie¢nej. Porovnanie zloZenia kyslej a sladkej srvétky je uvedené v (tab. 6).

Srvdtka sa na prvy pohlad javi ako atraktivna biotechnologickd surovina
vzhladom na jej zdpornu cenu a priaznivé minerdlno-vitaminové zloZenie.
Pred vlastnym biotechnologickym spracovanim srvatky sa okrem klasickych
ukonov (sterilizdcia, inokuldcia) m6Zeme stretnit s dalSimi operdciami: de-
proteinizdcia a zahustenie laktdzy (pouZzivaju sa nanofiltre na skoncentrova-
nie laktozy, ako i dialyza¢né reaktory a zatial laboratorne testované dvoj-
fazové systémy pouzité na hydrolyzu laktozy).

Na produkciu etanolu uz bolo v priemyselnej prevadzke testované pouZi-
tie Specidlneho membrdnového prietokového reaktora s dutymi vldknami,
na ktorych boli imobilizované kvasinky Kluyveromyces fragilis. Fermentac-
nym substratom bol v tomto pripade srvatkovy permedt s koncentrdciou lak-
tozy 45 g.I'1 [15].

Americky mliekarsky gigant Golden Cheese Company of California pro-
dukuje z deproteinovanej srvatky roéne 13,25 miliona litrov palivového eta-
nolu.

1.4 Lignocelulézové materidly

Lignocelulézovy substrat sa priamo biologicky spracovat nedd, najprv
je potrebné z materidlu odstrdnit lignin, potom celulézu rozlozit na reduku-
juce sacharidy, az tak sa ziska fermentovatelnd surovinu. Pri spracovavani
lignocelul6zového materidlu pre alkoholovi fermentdciu sa zac¢ina najskor
s predipravou pomletého materidlu posobenim hortcej pary (180-240 °C).
Pri tejto operécii v dreve dochddza k vzniku vo vode rozpustnych ldtok, ktoré
inhibuju enzymovu hydrolyzu a fermentéciu, ide najmé o kyselinu octovd,
derivaty sacharidov a degradac¢né produkty ligninu. Odstrdanenie tychto latok
podstatne urychluje priebeh hydrolyzy celuldzy.

Kysla hydrolyza celuldzy sa z technologického hladiska mdze vykondvat
dvoma postupmi. Pri pouziti koncentrovanej kyseliny (72% H2SO4 alebo
42% HCI) sa uplatiuju nizsie teploty (100 °C) a pri zriedenej (2% H2SO4)
vysSie (190 °C) [16]. VysSia koncentrdcia kyseliny sice urychli priebeh hydro-
sa meni na degradacné produkty. Pritom cena kyslej hydrolyzy lignoceluld-
zového materidlu predstavuje 0,053 §$ za liter vyprodukovaného etanolu [17].
Takto pripravené hydrolyzéty je nutné pred fermentaciou odsolovat.

Laboratdrne experimenty ukazali, Ze bunky kvasiniek sa rychlejSie adap-
tuju na teplotny stres a na pritomnost inhibitorov (kyselina octovd, furfural,
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hydroxymetylfurfural, kyselina hydroxybenzoova a hydroxybenzaldehyd), ak
sa pred fermentdciou pridda do média malé mnozstvo etanalu. Tento prida-
vok rapidne skracuje lag-fadzu na zaciatku fermentdcie na lignocelul6zovych
hydrolyzatoch [18].

Pri vyuziti enzymovej hydrolyzy nedochddza ku vzniku Ziadnych cudzoro-
dych produktov (inhibitory a pod.), ktoré by bolo nutné odstranovat, preto-
ze celuldzy (endo—, exo3—(1,4)—glukandzy a B—(1,4)—glukoziddzy) Specific-
ky Stiepia celulozu na glukézové podjednotky. Nevyhodou pouzitia tychto
enzymov je ich silnd katabolickd represia produktom, z ¢oho vyplyva nutnost
rychleho spotrebovania vzniknutej glukdzy. S vyhodou sa pritom vyuzivaju
techniky SSE t. j. naprodukovand glukdza sa hned spotrebovava v subeznom
fermentacnom procese.

Priemyselne najpouZzivanej$im kmenom na produkciu celuldz je Tiicho-
derma reesei, pretoze nie je patogénom pre ¢loveka. Dokonca pri podmien-
kach vyuzZivanych na produkciu enzymov neprodukuje ani fungdlne toxiny
a antibiotika [19].

Cena v sucasnosti produkovanych celulaz je relativne vysoka (0,12 $/liter
vyprodukovaného etanolu). Experti vSak vyhlasuji, ze uplatnenim novych
technik vyuZivanych pri produkcii enzymov mozno zredukovat cenu az pod
0,026 $/liter etanolu [20].

2. Produkéné mikroorganizmy a ich fermentaéné vlastnosti

V nasledujucej Casti su uvedené najvyuzivanejSie mikrobidlne kmene pro-
dukujuce etanol kvasinkového, ako aj bakteridlneho povodu (v praxi sa upla-
tiuje hlavne Zymomonas mobilis ako najvacsi konkurent klasickych lieho-
varnickych kvasiniek). Opisané su tiez ich charakteristiky, ktoré bezprost-
redne stvisia s technoldgiou vlastného fermenta¢ného procesu s ohladom na
intenzifikdaciu nadprodukcie etanolu.

2.1 Kvasinky

Hlavnou vyhodou pouZitia kvasiniek je ich schopnost utilizovat relativne
Siroku paletu substrdtov. Okrem najpouzivanejSich Saccharomyces cerevisiae
sa intenzivne Studuje aj vyuzitie amylolytickych kvasiniek (napriklad Sac-
charomyces diastaticus, Schwaniomyces castellii, Saccharomycopsis fibuligera),
ktoré by sa dali pouZit v ,,ko-kultire® s kvasinkami produkujicimi etanol [21].
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Vo vieobecnosti kvasinky rastu a produkuju etanol v rozmedzi pH 3,5-6,0.
Riziko kontamindcie vSak klesd pri nizSom pH prostredia. Pocas priebehu
fermentdcie je potrebné esencidlne mnozstvo kyslika pre syntézu bunkovych
stien a lipidickych Struktur (rast a rozmnoZovanie). Optimdlna aericia
pri kontinudlnej produkcii etanolu na melase pomocou flokulujucich S. cere-
visiae je 0,1 vvm (vvm = objem vzduchu na objem média za minutu) [22].

S aerdciou je priamo spiaty Pasteurov efekt: kvasenie sa znaéne obmedzi,
t. j. produkcia etanolu rapidne klesd. Pri¢inou tohto javu je zmena metabo-
lizmu kvasiniek z fermenta¢né€ho na respiracny, rapidne vzrastie energeticky
zisk (pri anaerdbne;j glykolyze vznikaju z jednej molekuly glukézy 2 moleku-
ly ATP v procese substratovej fosforyldcie, naproti tomu pri aerdbnej glyko-
lyze v spojeni s oxida¢nou fosforyldciou v dychacom retazci sa ziska z jednej
molekuly glukézy 28 molekul ATP), v dosledku ¢oho narastie (5 az 10-krat)
mnozstvo vytvorenej biomasy. Rozne kmene kvasiniek za aerdbnych pod-
mienok vSak vykazuju ro6znu aktivitu dychania. U liehovarnickych a vinnych
kvasiniek prevldda anaerébny metabolizmus a dychanie tvorf len asi 10 %,
t.j. Pasteurov efekt sa prakticky neprejavi. Dokonca ddkaz Pasteurovho
efektu v prevddzkovej kultire pivovarnickych kvasiniek sa povazuje za poru-
chu v technoldgii. Naproti tomu u pekarskych kvasiniek je tento pomer prib-
lizne 50:50 [23].

VysSia koncentrdcia glukézy alebo inych lahko skvasitelnych sacharidov
inhibuje syntézu mitochondriovych zloziek a aerébnym rastom v tychto pod-
mienkach sa produkuju bunky, ktoré prejavujui fermentativne znaky meta-
bolizmu. Oslabenie dychania zapri¢inené katabolickou represiou sa nazyva
Crabtreeov efekt alebo tiez negativny Pasteurov efekt. V Saccharomy-
ces carlsbergensis nastdva represia respiratnych enzymov pri koncentrdcii
glukdzy vyssej ako 10 az 70 mmol.l-l. Bunky kvasiniek majui pritom reduko-
vany obsah cytochromov a zniZenu hladinu enzymov cyklu trikarboxylovych
kyselin.

V praxi sa tiez objavuje dalsi fenomén, pri velmi vysokej koncentracii glu-
kézy (uz od koncentracie 100 g.I'l) sa zacina prejavovat inhibicia rastu kva-
siniek a fermentdcie, ktord je dosledkom vysokého osmotického tlaku a niz-
kej aktivity vody. S ndrastom osmotického tlaku v médiu klesa viabilita bu-
niek a ich fermentaéna aktivita. Uplnd inhibicia fermentdcie substrdtom
nastdva pri koncentracii glukozy nad 400 g.I'! v zavislosti od podmienok fer-
mentdcie (koncentracie naprodukovaného etanolu, teploty, atd.).

Aj ked pociatoc¢na rychlost produkcie etanolu pri vysSich teplotdch (napr.
40 °C) narastd, celkovy vytazok fermentdcie klesd kvoli zosilnenej inhibicii
etanolom. To znamend, Ze s narastajuicou teplotou klesd vytazok. Prave toto
je nevyhodou kvasiniek [24].
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Prakticky vytazok pri fermentdcii v8ak dosahuje priblizne iba 90-95 %
teoretického. Je to zapriCinené tym, Ze cCast sacharidov sa spotrebuje
na udrzanie zdkladného metabolizmu buniek a tiez pre ndrast novej bioma-
sy. Okrem toho prebiehaju aj bo¢né reakcie (tvorba vedlajSich produktov,
hlavne glycerolu), ktoré mozu spotrebovat 4-5 % z celkového mnozstva sub-
stratu. Ak sa dokdzu tieto reakcie eliminovat, dosiahne sa ndrast vytazku
etanolu o0 2,7 %.

Optimdlna konverzia sacharidu na etanol si vyzaduje kmen tolerantny
na etanol, pretoze etanol inhibuje nielen rast buniek (vysSie koncentrdcie -
autolyza), ale aj rychlost fermentédcie, ¢o je pravdepodobne spdsobené zvyse-
nou akumuldciou intraceluldrneho etanolu. Etanoltolerancia jednotlivych
kmenov zavisi od zloZenia mastnych kyselin zabudovanych v ich plazmatic-
kych membrdnach. Zakladnym trendom spojenym s etanoltoleranciou v kva-
sinkdch (pokial ide o intraceluldrny etanol) je ndrast dlzky refazcov acylov
mastnych kyselin a zvySenie obsahu nenasytenych mastnych kyselin a stero-
lov v membrdnach. Proces adaptacie na etanolovy stres je spojeny s ndra-
stom obsahu mononenasytenych kyselin, najma kyseliny olejovej (18:1),
a tomu zodpovedajuicim poklesom obsahu nasytenych kyselin, najmé kyseli-
ny palmitovej (16:0), v membrdnovych fosfolipidoch. Po takejto dprave
membrany vzniknuty etanol podstatne rychlejSie difunduje von z bunky.
KRISCH a SZAJANI zaznamenali zvySenie etanoltolerancie a tolerancie na ky-
selinu octovud v pripade imobilizovanych buniek Saccharomyces cerervisiae
a Acetobacter aceti [25]. Tiez zistili, Ze bunky uvolnené z imobiliza¢nej matri-
ce vykazovali vyssiu toleranciu na produkt v porovnani s volnymi bunkami.

Produkéné médium musi okrem sacharidov obsahovat aj dalSie nutrienty,
ktoré su potrebné pre tvorbu komponentov kvasni¢nej bunky a ich spravnu
funkciu. Ide hlavne o malé mnozstva fosforu, siry, niektorych mineralov (K,
Mg, Mn, Co, Cu, Zn) a tiez organické latky (aminokyseliny, nukleové kyse-
liny a vitaminy) v stopovych mnozstvach. NajdoleZitejSie rastové faktory po-
trebné pre kvasinky su biotin, kyselina pantoténova, inozitol, tiamin, kyseli-
na nikotinova a kyselina listova.

2.2 Baktérie

Okrem kvasiniek su schopné produkovat etanol vo vyznamnych mnoz-
stvach (minimdlne 1 mol etanolu na 1 mol utilizovanej glukdzy) aj mnohé
baktérie (tab. 7). Etanol pritom nie je jedinym koncovym produktom ich
metabolizmu. Produkuju tiez iné alkoholy (butanol, izopropylalkohol,
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2,3-butdndiol), organické kyseliny (octovd, maslovd, mravc¢ia, mliecna),
polyoly (arabitol, glycerol, xylitol), ketony (aceton), alebo aj rézne plyny
(metdn, oxid uhlicity, vodik). Niektoré baktérie (napr. Enterobacteriaceae,
Spirochaeta, Bacteroides atd.) utilizujd glukézu podobne ako kvasinky
Embden-Meyerhofovou metabolickou drdhou. Pri baktériach sa tiez pozo-
roval osobitny spdsob odburania glukdzy, ktorym je degraddcia podla
Entnera-Doudoroffa (napr. Zymomonas), kde na jednu molekulu glukézy
pripadd vznik dvoch molekul etanolu.

Zymomonas mobilis je baktéria vyuzivand na priemyselnu produkciu
etanolu, pretoze vlastnosti niektorych kmenov sa vyrovnaju, a miestami aj
predcia, kvasinkové kultury. Vyznamné je, ze rast kultiry prebieha za an-
aerébnych podmienok, ¢ize nie je potrebna kontrolovand aeracia pocas fer-
mentdcie. Dalej je dolezité, ze rychlost rastu je vyssia ako u kvasiniek,
okrem toho produktivita etanolu je dokonca vysSia. MnoZstvo biomasy po-
trebné na vyprodukovanie 1 dl 100% etanolu s narastajicou koncentrdciou

TAB. 7. Vyznamné baktérie produkujice etanol ako hlavny produkt fermentacie [27].
TaB. 7. Important Bacteria sp. producing ethanol as the main fermentation product [27].

Mezofilné organizmy! Etanol*2 [mmol]
Clostridium sporogenes viac ako 4,152
Clostridium indolis (patogén) 1,962
Zymomonas mobilis (syn. anaerobica) 1,9 (anaerdb)
Spirochaeta aurantia 1,5
Erwinia amylovora 1,2
Leuconostoc mesenteroides 1,1
Streptococcus lactis 1,0
Sarcina ventriculi (syn. Zymosarcina) 1,0

Termofilné organizmy? Tmax [°C] | Etanol* [mmol]
Thermoanaerobacter ethanolicus 78 1,9
Clostridium thermohydrosulfuricum 78 1,6
Bacillus stearothermophilus 78 1,0
Thermoanaerobium brockii 78 0,95
Clostridium thermosaccharolyticum (Syn. tartarivorum) 68 1,1
Clostridium thermocellum (thermocellulaseum) 68 1,0

* - mnozstvo etanolu produkovaného na 1 mmol metabolizovanej glukdzy, a - v pritomnosti
velkého mnozZstva kvasni¢ného extraktu.

* - ethanol produced per 1 mmol metabolized glucose, a - in the presence of high amounts
of yeast extract. 1 - mesophilic organisms, 2 - ethanol, 3 - thermophilic organisms.
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glukozy v médiu klesa aj u Saccharomyces aj u Zymomonas. Pri baktériach
je vSak potrebné 2-krdat (pri koncentraciach glukdzy nizsich ako 85 g.l-1),
resp. 3 az 4-krat (pri koncentraciach glukdzy vyssich ako 240 g.I-'1) mensie
mnozstvo biomasy na vyprodukovanie rovnakého mnoZstva etanolu ako
pri kvasinkach [26].

Na druhej strane pri bakterdlnej fermentdcii sa popri etanole do média
produkuju aj organické kyseliny (octovd, mliecna), ktorych pritomnost moze
komplikovat ziskavanie etanolu pocas destildcie.

Prednostou pouzitia termofilnych kmenov baktérii (tab. 7) [27] je
moznost fermentacie pri zvySenej teplote, ktord prindSa so sebou viaceré
vyhody. PredovSetkym termofily nevykazuju vysoku katabolickd aktivitu
v okoli teplot optimdlnych pre ich rast. Vyznamné je, Ze rozpustnost kyslika
a ostatnych plynov s narastajicou teplotou klesa (anaerobidza). Optimélna
teplota pre extrémne termofily sa pohybuje okolo 66-69 °C a pri tejto teplo-
te ma kyslik o 80 % nizSiu rozpustnost v médiu ako pri 30 °C. Pri vyssich tep-
lotéch uz nie je problémom rozpustnost tazko rozpustnych substratov. S ras-
ticou teplotou klesa tiez viskozita fermentacného média, preto sa zniZuje
spotreba energie na mieSanie. Pri zvySenej teplote je ulahcené kontinudlne
odparovanie etanolu, ¢iZze na jeho ziskavanie uz nie je potrebné vysoké vaku-
um. KedZe po sterilizdcii ostdvaju fermentacné nadoby vyhriate a mikroor-
ganizmy produkuju tiez zna¢né mnoZzstvo tepla, nie su potrebné az také
naroky na energiu pri chladeni [16].

Otdzka pouzitia baktérif alebo kvasiniek na komercnu produkciu etanolu
je zodpovedand az po kalkuldcii a porovnani vSetkych nakladov, investicnych
aj prevadzkovych. Inou moznostou, perspektivnou aj v budicnosti, je pouZzi-
tie geneticky modifikovanych produkénych kmenov. Pre tieto ucely sa vyu-
zivaju predovsetkym baktérie (napr. Zymomonas sp., E. coli), pretoze pri-
prava ich mutantov resp. rekombinantnych kmenov je najjednoduchsia.
Na inkorpordciu sa vyuZivaju gény z kvasiniek, hub resp. inych mikroorga-
nizmov. Cielom je rozsirit schopnost utilizdcie surovin obsahujucich zlozitej-
Sie sacharidy, bez predchddzajucej hydrolyzy.

3. Bioreaktory

V sucasnosti je najaktudlnejSim trendom v priemyselnej produkcii etano-
lu vyuzivanie kontinudlnych prietokovych systémov. V porovnani so vsadz-
kovym usporiadanim odpadajui dlhé mftve Casy potrebné na Castu sterili-
zaciu po kazdej vdrke, predlZzuje sa tym tiez Zivotnost merace] techniky.
S vyhodou sa pritom pouziva recirkuldcia produkénej biomasy alebo imobi-
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OBR. 1. MieSany reaktor s kontinudlnou recykldciou biomasy.

Fi1G. 1. Stirred reactor with continual recycling of biomass.
1 - pasteurized medium, 2 - sterile air, 3 - air and COy, 4 - product, 5 - concentrated biomass,
6 - product without the biomass.

Vzduch a CO,3
1

Pasterizované —

médium!

[ e o S
—— — Produkt obsahujuci
= Cast buniek4
0°°°0
Sterilny vzduch?

OBR. 2. Reaktor s parcidlnou recykldciou biomasy.

FIG. 2. Reactor with partial recycling of biomass.
1- pasteurized medium, 2 - sterile air, 3 - air and COg, 4 - product containing a portion
of the biomass.
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lizatové technoldgie. Pomocou tychto systémov sa v reaktorovej nadobe pra-
cuje s extrémne vysokymi koncentrdciami buniek, priCom sa vyrazne zvysi
celkova produktivita.

3.1 Fermentory s recykldciou buniek

Na obr. 1 je zndzornend schéma reaktora s kontinudlnou recyklaciou
buniek. K separdcii biomasy od vyfermentovaného média dochddza v prie-
tokovej centrifuge. Okrem centrifugy sa velmi ¢asto ako separator biomasy
pouziva aj membrdnovy filter s krizovym tokom (cross-flow filter).
Membranova filtrdcia umoznuje sterilnd, vysoko efektivnu separéciu buniek.
Publikované prdce uvadzaju, Ze v podobnom kontinudlnom systéme s recyk-
laciou buniek (cross-flow) pri koncentracii biomasy 120 g.I'! sa dosiahla pro-
duktivita etanolu az 70 g.I-th-1 [28].

Inou mozZnostou je pouZitie reakto-
ra s parcidlnou recykldciou biomasy,
! ” kde sa konStrukcia li8i tvarom fermen-
tacnej nddoby. V tomto pripade nie je
potrebné dalSie separacné zariadenie
(obr. 2), na druhej strane vSak odcha-
dzajuci produkt obsahuje este znacné
rr ot mnoZstvo buniek.

Co,

—Produkt?

Priestor pre fluidnu
vrstvu imobilizdtov3 3.2 Reakto ry

s imobilizovanymi bunkami

P Uplne iny typ reaktora sa vyhodne
pouziva v kombindcii s imobilizdto-

vymi technoldgiami. V porovnani

s klasickymi procesmi vyuzivajucimi

! volné bunky md imobilizdcia mnoz-
Pasltlfl:éiizi(:l\ﬁrllé stvo vyhod: zabezpecenie vysokej kon-
centrdcie buniek, elimindcia vymyva-

nia buniek v prietokovych systémoch
privysokych zriedovacich rychlos-
Fic. 3..Fluidized.-bed reactor. tiach, odpadd potreba ndkladnych

1 - pasteurized medium, 2 - product, zariadeni na separdciu a recyklaciu

3 -space containing a fluidized layer . .
of inrl)mobilizates. s Y biomasy [29]. Reaktor s fluidnou vrst-

OBR. 3. Reaktor ,,fluidized-bed“
s fluidnou vrstvou imobilizatov.
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OBR. 4. ,,Gas-lift* reaktor s vnitornym a vonkaj$im tokom nosného plynu.

F1G. 4. Gas-lift reactor with inner and outer flow of the carrier gas.
1 - pasteurized medium, 2 - sterile carrier gas, 3 - carrier gas with CO2, 4 - product.

vou imobilizovaného biokatalyzdtora (fluidized-bed, obr. 3) umoznuje pra-
covat s vysokou koncentraciou buniek, ktoré€ si pevne ukotvené na (v) nosi-
¢i, ¢ize nie su vymyvané do fermentaéného média. Pozostdva z koldny,
v ktorej su imobilizaty udrziavané v pohybe kontinudlnym vtekanim rozpu-
steného substratu. Dobry charakter fluidizacie sa dosiahne tak, Ze sa za-
bezpeci ¢o najvacsi rozdiel hustoty medzi biokatalyzdtormi a rozpustenym
substrdtom. Vyhodou pouzitia reaktora s fluidnou vrstvou su kratke zdrzné
¢asy média v reaktore, ¢im sa znizuje riziko kontamindcie. Dalej vplyvom
toku média cez fluidnd vrstvu dochddza k zna¢nym turbulencidm na roz-
hrani tuhej a kvapalnej fdzy, co md za nasledok intenzifikaciu koeficientov
prestupu latky aj tepla. Preto je obzvlast vyhodné pouzivat tento reaktor
pri exotermickych procesoch. Produktivita etanolu v tomto systéme dosa-
huje 25-44 g.1-1h-1 [30], ¢o je 10-krdt viac v porovnani s jednoduchym vsadz-
kovym procesom (1,8-2,5 g.I-Th-1).

Pri prdaci s imobilizdtovymi systémami sa tiez velmi casto pouZziva
,»gas-lift“ reaktor. Ide o kolonovy prietokovy reaktor, ktory obsahuje kon-
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centricky vloZzenu vnitornd ruru. Na dne je umiestneny privod nosného
plynu (ak je nosnym plynom vzduch ide o ,air-lift“). Schéma je uvedena
na obr. 4. Vyhodou tohto systému je nizSie mechanické opotrebenie imobili-
zatov, pretoze k mieSaniu dochddza ucinkom stipajiceho nosného plynu.

4.3 Viakuové usporiadanie

Efektivnejsi sposob, ktorym mozno eSte zvySit produktivitu fermentacie
sa zakladd na selektivnom kontinudlnom odstranovani produktu. Pri vyuziti
kontinudlnej vakuovej metddy dochddza k odparovaniu etanolu z média
na zdklade jeho vysokej prchavosti. Udrziavanim nizkej hladiny etanolu
v médiu nedochddza k inhibicii fermentacnej aktivity, ani ku strate viability
kvasiniek, ktoré si takto zachovdvaju vysokud metabolickd aktivitu.
Kombindaciou vakuovej fermentdcie (pri tlaku 7,3 kPa) a recyklacie buniek
(zabezpecovanej centrifugaciou) pri produkcii etanolu z melasy kvasinkami
Saccharomyces cerevisie sa dosiahla produktivita 82 g.I'Th-! (obr. 5) [31].

Vzduch a CO53
f L) Vikuovy kompresor!!
\ _, Fary
12
— Produkt Regulatny etanolu
i18
Atmosfericky ventil .
aks
tlak Védkuovand
nddobal0
. c o —
Pasterizované = <«— Koncentrované bunky”’
médium! _, 000 ()
00
= / < Médium 2=
bez etanolu® Vysokotlaké
t erpadlo?

Sterilny vzduch?

OBR. 5. Kombindcia fermentdcie s recykldciou buniek
a kontinudlnym vdkuovym odstraniovanim etanolu z média.

F1G. 5. Combination of the fermentation with recycling of the biomass
and continual vacuum removing of ethanol from the medium.
1 - pasteurized medium, 2 - sterile air, 3 - air and CO3, 4 - product, 5 - atmospheric pressure,
6 - medium without ethanol, 7 - concentrated biomass, 8 - regulation valve, 9 - high-pressure
pump, 10 - vacuum vessel, 11 - vacuum compressor, 12 - vapour of ethanol.
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Zaver

Dnesnym trendom v etanolovej fermentdcii, hlavne o sa tyka produkcie
palivového etanolu, je zuzitkovanie odpadov ako surovin. Ide pritom predo-
vSetkym o lignocelul6zové materidly a srvatku. Momentdlne najintenzivnej-
Sie vyuzivanou surovinou na Slovensku su vS§ak Skrobové substraty (hydroly-
zaty). Vo svete prezivaju v sucasnosti velky ,,boom* aplikdcie imobilizato-
vych technoldgii, ktorych hlavnou vyhodou je jednoduchsia kontinualizdacia
samotného fermentacného procesu a tiez aj kontinudlna izoldcia produktu.
Préave aplikdcia tychto systémov otvdra nové moznosti v navrhovani samot-
nych fermenta¢nych nadob, ako aj izola¢nych technik produktu. Vyber opti-
malneho technologického rieSenia si vyZaduje dostatocne poznat vlastnosti
pouzitych surovin, vytaznost procesu, produktivitu vyrobnych zariadenti, ale
aj vySku potrebnych investicii a prevadzkovych nédkladov.
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SUMMARY. The article is focused to general description of the fermentation production
of ethanol. Used basic raw materials with their properties as well as technological operations
necessarily connected with their preparation (hydrolysis of starch and lignocellulosis mate-
rials) are presented. The mostly used ethanol-producing microbial strains are briefly
described together with their fermentation characteristics. At last, the problem of the selec-
tion of a bioreactor type is analysed with specific yields being given at individual configura-
tions.
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