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1. Uvod

S etanolom sa stretdvame prakticky kazdy defl a na kaz-
dom kroku. Je pritomny v kvasenych a destilovanych ndpo-
joch, v koncentrovanej podobe sa pouZiva ako antiseptické
a dezinfekéné Cinidlo, respektive ako povrchovoaktivna latka
v roznych emulzidch. Vdaka svojej neutrdlnej chuti a voni
sliZi ako jedno z univerzdlnych rozpustadiel v kozmetike
a farmdcii. Coraz &astejsie sa etanol pouziva aj ako primes do
pohonnych zmesi, ¢o prispieva k zvySeniu podielu obnovitel-
nych zdrojov v palivach. K jeho vyhoddm patria hlavne do-
stupnost surovin pre jeho vyrobu, pomerne dobre zvlddnuté
procesy jeho pripravy a purifikdcie, mald ekologickd zafaZ
prostredia samotnou vyrobou, a v porovnani s inymi ndhrada-
mi fosilnych paliv, jeho nizka toxicita voé¢i ¢loveku a ostatnej
biosfére. PouZitie etanolu ako paliva znizuje tvorbu oxidov
dusika a prchavych organickych ldtok, tvorbu 0zénu a smogu,
a taktiez neprispieva ku vzniku sklenikového efektu.

Za klasickd technoldgiu vyroby kvasného liechu povaZuje-
me vsadzkovy sposob fermentacie a ndslednu destilaciu pre-
kvasenej zapary. Vsddzkova fermentdcia bola vyvinutd asi
pred sto rokmi a eSte aj v sti¢asnostije jednou z najrozsirenej-
Sich vyrob etanolu. Ako surovina sa donedavna najCastejSie
pouzivala melasa, aj ked v suCasnosti sa viac presadzuju
Skrobnaté suroviny. Melasa sa pred fermentdciou najprv narie-
di na koncentréciu susiny od 20 do 40 % hmot. podla pouzitej
technolégie, doZivi zdroj om dusika, pripadne inymi Zivinami
a okysli na pH 4,5. Pripravend zdpara sa inokuluje &istou
kultirou kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Teplota pocas
fermentacie sa udrziava okolo 30 °C. Jacqueminov spdsob
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vsadzkovej fermentdcie, tzv. klasicky spdsob, je zalozeny na
pritokovani zdpary pocas fermentdcie, ¢im sa zabrani inhibicii
fermentdcie vysokou koncentraciou substritu a dosiahne sa
vysoky stupeit prekvasenia. Na zakvaSanie fermentorov sa
pouZiva zriedenejsia zdpara (okolo 20 % hmot. susiny, ¢o pri
melase predstavuje priblizne 150 g.I"! sacharézy). Nésledne sa
koncentrovanejsiou zdparou (30-40% hmot. susiny, pripadne
aj viac) dopifia objem fermentorov tak, aby koncentraci a su-
Siny neklesla pod hodnotu 10 % hmot. Aby sa zabezpecila
nepretrzitd prevadzka destilatného zariadenia, batéria fermen-
torov sa zakvasa v pravidelnych intervaloch. Hlavné kvasenie
trva 36 az 48 hodin, pricom koncentracia etanolu v prekvase-
nej zépare je 10 az 12 % obj. Produktivita takéhoto systému
je 1,8-2,5 g.I'.h’!. Vytazok etanolu zo skvasitelnych sachari-
dov predstavuje 90 az 95 % zo stechiometrického mnoZstva.
Nevyhodou klasickej vsddzkovej fermentdcie je nizSia vyuzi-
telnost' kvasného priestoru spdsobena fazou pripravy, plnenia
a rozkvésanial? Pri Melleovom-Boinotovom spdsobe vsadz-
kovej fermentécie sa kvasinky z predchddzajiicej fermentacie
po odseparovani preperu v 2 % kyseline sirovej na usmrtenie
bakteridlnej infekcie a pouZziji na zakvasenie nasledujicej
fermentdcie. Tymto spésobom sa uSetri substrat potrebny na
biosyntézu novych buniek, teda sa zvysi vytazok etanolu na
spotrebovany sacharid a zrychli sakvasny proces, ¢im sa zvysi
produktivita’. Nevyhodou je nutnost instaldcie drahych od-
strediviek.

Vsadzkova fermentdcia je sice velmi jednoduchy proces,
ale investi¢né aj prevadzkové ndklady st znaéné. V stiCasnosti,
ked vo svete stipa spotreba liechu a buduji sa nové liehovary
na palivovy etanol, sa intenzivne vy vijajuirézne modernizdcie
klasickej technologie, ktoré zniZia investiéné ndklady a zvysia
efektivnost vyroby. Sucasné svetové inovaéné trendy sa zakla-
dajii hlavne na kontinualizécii vyroby, vyuZivani najnovsich
poznatkov biotechnologii a aplikdcii novych postupov pri
ziskavani etanolu z prekvasenej zapary.

2. Simultanna sacharifikicia a fermentdacia

Skrobu

Jednou z perspektivnych inovdcif klasickej technolégie je
priama utilizécia 8§krobovych surovin, ked dochddza k simul-
tannej sacharifikécii §krobu vply vom amyldz a jeho fermenta-
cii na etanol. Ako zdroj amyldz sa vyuZivaju predovsetkym
mikroorganizmy, najma vldknité huby a baktérie, a to pre
ekonomicku vyhodnost' a regulovatelnost produkéného proce-
su cnzYmov3. Komeréne vyrdbané enzymové preparity na
stekutenie a sacharifikaciu Skrobu sa pridavaju priamo do
fermenta¢ného média a pouZivaju sa jednordzovo, alebo st
imobilizované na vhodnom nosi¢i, ¢im sa znacne prediZi ich
Zivotnost. Stekutenie §krobu pomocou endoamylazy (o-amy-
lazy) a néslednd sacharifikdcia enzymovou hydrolyzou (glu-
koamyldzou) na nizkomolekulové sacharidy a az na glukézu
prebiehaju ako predstupne fermentécie. Su¢asnym priebehom
tychto procesov v jednom vyrobnom stupni by sa zniZila
inhibicia fermentacie vysokou koncentraciou glukdzy a zvy-
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gila vyrobna kapacita liechovarov. Problémom byva ngjst opti-
malne podmienky pre aktivitu enzymov a pre fermentacnu
aktivitu kvasiniek.

Nemald pozornost' sa v poslednej dobe venuje aj Stidiu
kvasiniek s amylolytickou aktivitou, schopnych rozkladat
$krob a jeho degrada&né produkty skvasovat na etanol (napr.
Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces diastaticus,
Schwaniomyces castellii). Nevyhodou kvasiniek s vysokou
amylolytickou aktivitouje ich nizsia etanoltolerancia v porov-
nani s liechovarnickymi kmenimi.

Autori Reddy a Basapa‘ sa venovali §tidiu priamej pro-
dukcie etanolu zo $krobu z manioku. Spomedzi 230 testova-
nych kmenov vybrali kmen Saccharomycopsis fibuligera (En-
domycopsis fibuligera NRRL 76), ktory vykazoval najvys-
§iu produkciu o-amyldzy a glukoamyldzy, aj etanolu. Tento
kmen, v porovnani s ostatnymi, bol schopny tolerovat' najvys-
Sie koncentrdcie etanolu a konvertovat najvicSie mnoZstvo
Skrobu na etanol, pricom produkoval najmenej biomasy. Ma-
ximdlne vytazky etanolu, az 73,5 a 92,0 g.1 ! v médidch obsa-
hujticich 200 a 300 g.I'" $krobu boli dosiahnuté pri pH 6,0
a teplote 30 °C po 4 dfioch fermentdcie, pricom prvy den
prebichala fermentécia za aerébnych podmienok a ndsledne 3
dni anaerébne.

Pri priamej produkcii etanolu z dextrinu v kontinudlne
pracujiicom reaktore De Mot a Verachtert® pouzili kmei Sac-
charomycesdiastaticusimobilizovany v polyuretanovych ma-
triciach. V médiu obsahujiicom 200 g1"' dextrinu bola dosiah-
nutd findlna koncentracia etanolu az 69 g.l . pricom produk-
tivita takéhoto zariadenia bola 7,6 g.1''.h". Pouzitim série
dvoch kontinudlne pracujucich reaktorov, kde v prvomreakto-
re bol imobilizovany kmen S. diastaticus a v druhom Saccha-
romycopsis fibuligera, sa zvysila produktivita na 12,7 g,l".h'l.
Vytazok etanolu zo substrdtu sa vSak v takomto systéme
nezmenil, 70 gl" etanolu ziskanych v médiu s poéiatoénou
koncentraciou dextrinu 200 g.I"' predstavovalo 70 % z teore-
tického mnozZstva,

Intenzivne sa Studuje aj vyuzitie ,ko-kulttiry* kvasiniek
s amylolytickou aktivitou a etanol produkujucich kvasiniek.
V préci autorov Abouzied a Reddy® bola pouZitd zmesnd kul-
tura kvasiniek Saccharomycopsisfibuligera a Saccharomyces
cerevisiae. Po 4 ditoch fermentécie bolo v médiu s povodnym
obsahom $krobu 100 g.1"! stanovenych takmer48 g.1"' etanolu.
So zvySujucou sa koncentrdciou inokula S. cerevisiae stupal
vyfazok etanolu. PirSelova a kol.” pri fermentdcidch $krobu
zmesnou kulturou tvorenou kvasinkami tych istych druhov,
ale bez pridavku kvasni¢ného autolyzatu, pozorovali zvySenie
vytazku etanolu pri zvySujucej sa koncentracii buniek S. fibu-
ligera v inokule. Vplyv pociato¢ného pH sa prejavil pri kon-
centraciach gkrobu vyssich ako 40 g.I”!, kedy so zvysujicim
sa pH stupal vytazok etanolu. Najvyssie koncentrécie etanolu
(13,74 g.I'" 2 55 g.I'" gkrobu) boli dosiahnuté pri pH 5,8 a 6,0.

Pri simultdnnej sacharifikdcii a fermentacii $krobu sa mo-
Zu vyuzit' aj etanol produkujice kmene kvasiniek s amyldzo-
vou aktivitou, ktoré boli ziskané fuiziami alebo technikami
rekombinantnej DNA. Pre produkciu etanolu zo skrobu bol
testovany geneticky manipulovany lichovarnicky kmeti Sac-
charomyces cerevisiae, schopny expresie génu z Aspergillus
awamori kédujiceho glukoamyldzu’.. Pri vsddzkovych fer-
menticidch bol ako zdroj uhlika pouzity §krob (100 g.I'") a pre
porovnanie aj glukéza (100 g.I"').. Po 48 hodindch fermentécie
zostalo v médiu iba 7 gI" zvyskového skrobu a az 44,8 gl
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naprodukovaného etanolu. Pri fermentdciach na Skrobe bola
pozorovana nizsia tvorba glycerolu (1,62 g.1"') ako pri fermen-
tacidch na glukéze (6,47 g.1')).

3. VHG-fermentacia

Very-high-gravity (VHG) fermentdciaje novou technolo-
giou produkcie etanolu, ktord je zaloZend na fermentacii vyso-
ko koncentrovanych zapar. Tato technoldgia je urend najma
pre spracovanie réznych sSkrobnatych surovin, ktoré su pre
vyrobu etanolu vo svete velmi roz§irené. V sucasnosti najéas-
tejSie pouzivanymi obilninami st kukurica, pSenica, ja¢men
alebo raz. V priemysle sa pouZzivaju zdpary s koncentraciou
200 az 240 g extraktu na 1 kg zdpary. VHG-technoldgia
je definovana ako fermentacia zdpar obsahujucich viac ako
270 g extraktu na 1 kg zdpary, ¢o predstavujekoncentraciu ex-
traktu 300 g.1"!. Najvy$$ia moznd koncentrdcia zépar, pri kto-
rej fermentécia eSte byva ukoncend, je 390 g extraktu/I (cit.”).
Takto vysoko koncentrované zdpary sa pripravuju v dvoch
krokoch. Najprv sa pripravi zdpara s koncentrdciou extraktu
200 az 240 gl"'. Po odstrdneni nerozpustnych &astic sa roztok
zmieS$a potrebnym mnoZstvom Skrobnatej suroviny a pripravi
sa druhd zépara. Tymto sp6sobom sa dosiahne koncentracia
extraktu vo vyslednej zdpare az 390-400 g.l'l.

VHG-technoldgia umoznuje podstatné zvySenie findlnej
koncentracie etanolu v prekvasenej zdpare. Pri teplote 20 °C a
zvysenom obsahu dusikatého zdroja je pri tejto koncentracii
extraktu v zdpare mozné dosiahnut findlnu koncentraciu eta-
nolu az 21-23 % obj. Pri koncentracii extraktu 400 g.I"' sa
fermentdcia zastavi, aj ked v médiu je este velky podiel
nespotrebovaného extraktu'’. Na dosiahnutie uvedenych vy-
sokych koncentracii etanolu neboli pouzité $pecidlne pripra-
vené alebo geneticky manipulované kmene kvasiniek.

Pri procese pripravy zdpary sa z obilnych zin uvolnuju
vietky latky potrebné pre rast kvasiniek. Limitujucim mtize
byt iba zdroj dusika''. Hladina asimilovatelného dusika (FAN)
v zaparach byva piili§ nizka pre zabezpeenie potrebnej rych-
losti fermentdcie, a to najma pri zaparach s vysokymi koncen-
traciami skvasitelnych sacharidov. Pridavok dusikatého zdroja
v réznych forméch stimuluje rast kvasiniek a zvySuje rychlost
fermentdcie' ">, Najcastejsie pouzivanymi zdrojmi dusika st
kvasni¢ny autolyzat, kazeinovy hydrolyzat, volné aminokyse-
liny alebo mo&ovina. Thomas a kol.'"’ pozorovali, Ze pridavok
kvasni¢ného autolyzétu (2 % hmot.) k zapare s obsahom 380 g
extraktu/l skratil ¢as potrebny na tplné prekvasenie. Po 130
hodindch bola vysledna koncentracia etanolu 23,8 % obj.,
zatial €¢o zdpara bez pridavku kvasni¢ného autolyzatu bola
prekvasend az po 230 hodindch s podobnym vytazkom etano-
lu. Kvasni¢ny autolyzdt je pre priemyselnu prax ekonomicky
neprijatelny'% Najlacnej§im, a aj jednym z najuginnejich
zdrojov dusika je mocovina, avS§ak mocovinu nie je mozné
pouZivat pri vyrobe etanolu pre potravinarske ucely. Na zvyse-
nie obsahu asimilovateIného dusika mozu byt pouzité aj ko-
mercne dostupné protedzy, ktoré hydrolyzou proteinov uvolhuji
do média volné aminokyseliny'%. Lacnym zdrojom dusika su
aj pouzité lichovarnicke kvasinky. Po skonceni fermentacie sa
kvasinky méZu nechat autolyzovat a extrakt moze byt pouzity
ako zdroj dusika pre nasledujiicu fermentdciu'®.

Vysokd koncentrdcia extraktu v zapare sposobuje zvyse-
nie osmotického tlaku, ktory mé za nasledok zniZenie fermen-
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taénej aktivity a stratu viability buniek. Pridavok osmoprotek-
tantov, ako su glycin, betain a prolin, zvySuje viabilitu buniek
podas fermentdcie vysoko koncentrovanej zapary'.

V priemyselnej praxi sa fermentdacie pri niz§ich koncentra-
ciach zapar vedli pri teplotach 30 az 35 °C. Pri takychto
teplotdch by fermentacie zdpar obsahujicich 370-380 g ex-
traktu/l, v désledku kombinovaného negativneho u€inku vy-
sokého osmotického tlaku a zvySenej teploty na bunky, ne-
viedli k uplnému prekvaseniu utilizovatelnych sacharidov. Na
uplné prekvasenie vysoko koncentrovanych zdpar je preto
potrebné zniZit fermentaénd teplotu na priblizne 20 °C. Bolo
pozorované, Ze pridavok kvasni¢ného autolyzitu stimuluje
fermentécie pri 20 °C, avSak neovplyviiuje rychlost fermentd-
cie pri 30 a 35 °C (cit.'%). Jones a Ingledew'® §tudovali vplyv
teploty na fermentdciu zépar s obsahom 365 g extraktu/I.
Zvysenim teploty (zo 17 na 33 °C) sa sice zniZil vyfazok
etanolu, ale skratil sa Cas potrebny na tplné prekvasenie.
Pridavok mocoviny (16 mmol.I'Y) mal za nésledok zvysenie
vytazku etanolu aj dalSie skratenie fermentdcie. Optimdlna
teplota fermentécie zéavisi od koncentrédcie extraktu v zdpare
a od koncentrécie pridaného zdroja dusika. Pre zdparu s obsa-
hom 365 g extraktu/l a pridavkom 16 mmol,I"! mo&oviny bola
ako optimélna stanovend teplota 27 °C,

Vedenie fermentdcie pri vy$Sich teplotdch sa pozitivne
odrazi na ekonomike procesu, pretoze sa zvySi fermentacnd
rychlost, ale aj zniZia ndklady na chladenie.

Nevyhodou VHG technolégie je vysokd viskozita zdpar,
a z toho vyplyvajtice problémy pri precerpdvani a mie$ani za-
par, ktoré maju za nasledok zvySenu spotrebu energie.. Nutnou
podmienkou uspesnej aplikdcie VHG technologie v priemysle
je priprava zdpar s nizSou viskozitou. ZvySend viskozita je spo-
sobend zvySenym obsahom P-glukanov a pentézanov v kon-
centrovanych zdpardch, Pocas fermentédcie viskozita zapary
pomaly klesd, ¢oje pravdepodobne zapri¢inené enzymatickou
konverziou dextrinov na sacharidy a ich okamzitou fermenta-
ciou na etanol, ¢iasto¢nou hydrolyzou proteinov, vyzrdzanim
proteinov a P-glukdnov pdsobenim etanolu a enzymatickym
posobenim kvasiniek na 3-glukdny'”. Podstatné, az 10-nasob-
né znizenie viskozity zdpary v kratkom &ase sa dd dosiahnuf
pridavkom B-glukandzy'”!%. Urgité znizenie viskozity bolo
pozorované aj po pridavku komercne dostupnych protedz',

Oxid uhli¢ity rozpusteny v médiu ma silny inhibi¢ny uéi-
nok na fermenta¢nu aktivitu kvasiniek. Znizenie viskozity
zédpary napomdha rychlej§iemu uvoliiovaniu CO, z média".
Pozitivny vplyv koloidnych cCastic (ako centier pre tvorbu
bublin CO,) na uvolfiovanie CO, z média nebol dokazany''.
Neziaduce problémy méZe spésobovat nadmerné penenie vy-
soko koncentrovanych zapar.

Pre fermentaciu vysoko koncentrovanych zapar st potreb-
né lichovarnicke kmene kvasiniek Saccharomyces cerevisiae,
ktoré sa vyznaduju dobrou etanol- a osmotoleranciou. Aby
bola zabezpefena potrebnd rychlost fermentécie je dolezité
ndjst optimdlny stupefi inokuldcie, ako aj zabezpedit' ndroky
kvasiniek na ziviny.

Pouzitim VHG technolégie sa zvysi kapacita a efektivnost
zariadeni, a taktieZ sa zmensi spotreba vody na pripravu zdpa-
ry’. MoZno kon§tatovat, Ze pouZitim koncentrovanejsich zapar
sa zvacsuje vykon jednotkového objemu fermentaénych zaria-
deni. Dal3im prinosom VHG technologie je zvy3enie koncen-
trdcie etanolu v prekvasenej zdpare, ¢o sucasne zmensuje
spotrebu tepla pri destil4cii.
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4. Fermentacia imobilizovanymi kvasinkami
Jednou z velmi perspektivnych modernizaciije produkcia
etanolu imobilizovanymi mikroorganizmami v kontinudlnom
systéme. V porovnani s inymi kontinudlnymi systémami m4
technoldgia imobilizovanych buniek viaceré vyhody. V pr-
vom rade je to zabrdnenie vyplavovaniu biomasy z fermentora,
dalej moznost' pracovat' pri vysokych zriedovacich rychlos-
tiach a s vysokou koncentraciou biomasy. Fermentacie imo-
bilizovanymi bunkami umoziiuji dosiahnutie vysokych vy-
tazkov etanolu a zniZuji inhibi¢ny u¢inok etanolu na bunky,
znizuju riziko kontamindcie oproti kontinudlnym systémom
s volnymi bunkami, a takisto umoziiuji jednoduchu kontrolu
systému’’-"".

Kvasinkové bunky je mozné imobilizovat viacerymi tech-
nikami, ako napriklad adsorpciou na povrch interného nosica,
zachytenim na membrénu alebo do vnutra polyméru. Na imo-
bilizdciu buniek zachytenim do gélu sa pouZiva $irokd paleta
materidlov sldZiacich ako nosice, najéastejSie to si gél algind-
tu vapenatého, karagenanu alebo pektdtu vapenatého, ale po-
uzivaji'sa aj polyakrylamidovy gél, gél agaru alebo kremicity
gél. Pre fermenticiu imobilizovanymi kvasinkami sa pouziva-
ju rdzne typy bioreaktorov, ale najjednoduch$imi a najéastej-
§ie pouzivanymi su napliové ,,packed-bed" bioreaktory. Pri
fermentdcii s bunkami imobilizovanymi na mikronosi¢och
Celite-R633 v népliiovom bioreaktore pri pritoku substrdtu
s obsahom glukézy 150 g.l‘l bola dosiahnuta takmer tplna
utilizdcia glukézy (1 gl glukézy vo vystupnom pride)”,
Vystupnd koncentracia etanolu bola 73 g.l ', ¢o predstavovalo
az 94 % z teoretického vytazku. Mikroskopickym pozorova-
nim sa zistilo, Ze imobilizované bunky boli sdstredené najma
v péroch mikronosi¢ov, a nie na povrchu.

Pri kontinudlnej fermentdcii v néapliilovom bioreaktore
kvasinkami imobilizovanymi v Ca-algindte bola pri koncen-
tracii substrtu 200 g.1" a zriedovacej rychlosti 0,5 h™' dosiah-
nutd maximalna produktivita etanolu 25 g.1I".h’!, &o predsta-
vovalo 58,8 % z teoretického vyfazku®. Ani po 30-tich diioch
fermentdcie nebola pozorovand strata viability imobilizova-
nych buniek alebo poskodenie Ca-algindtovychnosiCov. Zlep-
Senie parametrov fermentdcie v systéme s imobilizovanymi
kvasinkami v ndplfiovom bioreaktore sa d4 dosiahnuf ak je
pritok substrdtu pulzaény. Pulzaény tok tekufiny vstupujucej
do bioreaktora zabrafiuje tvorbe zhlukov nosi¢a s bunkami,
ktoré sa po ur¢itom case zacinaju vytvdraf v systémoch s ne-
pulza¢nym tokom. V takomto systéme bola dosiahnut4 celko-
va produktivita etanolu az 36 g.1".h"!, &o oproti nepulzaénému
systému predstavovalo zvy3enie o 18 % (cit.”), Imobilizované
bunky kvasiniek sa daju pouZif aj pri vsddzkovej fermentécii
s pritokom. Po skonéeni fermentdcie je oddelenie kvasiniek
velmi jednoduché a imobilizované kvasinky sa okamzite mo-
Zu pouzit pre dalsiu fermentaciu, pricom si dlh§iu dobu zacho-
vavajii svoju aktivitu®,

Vaznym problémom pri pouZivani imobilizovanych kva-
siniek byva destrukcia gélového nosia uvolfiujicim sa oxi-
dom uhli¢itym. Nevyhodou systémov s imobilizovanymi kva-
sinkami byva limitdcia buniek vo vnitri nosi¢a substratom,
v désledku pomalej difuzie substratu cez gél a vysokej fermen-
tatnej aktivity buniek. Z tohto dévodu je ddlezité ndjst opti-
madlnu velkost guli¢iek nosi¢a, ktord zavisi od druhu pouzitého
nosica, imobilizovaného mikroorganizmu, ale aj od technolo-
gickych vlastnosti fermentora®™. Na Stidium kinetiky diftzie
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a procesov prebiehajucich v strede nosi¢a bol pouZity reaktor
s gélovou membranou obsahujticou imobilizované bunky?°
Autori pozorovali, Ze bunky v strede Ca-algindtovych nosi¢ov
boli limitované nedostatkom substratu, na druhej strane bun-
ky vo vrstvach pri povrchu intenzivnejSie rastli a rozmnoZzo-
vali sa.

Imobilizacia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae v uréi-
tom nosi¢i ovplyviluje Specificki metabolicki aktivitu bu-
niek”. V imobilizovanych bunkdch sa zvys$i rychlost enzyma-
tickych reakcii viacerych krokov Embdenovej-Meyerhofovej
dréhy, v dosledku &oho je $pecifickd rychlost produkcie eta-
nolu a sucasne aj rychlost utilizacie substratu vyssia o 40 az
50 % oproti volnym bunkam. Imobilizované bunky obsahujt
viac zasobnych latok a Strukturdlnych polysacharidov, a takis-
to maju v porovnani s volnymi bunkami vysSiu ploidiu.

Na etanoltoleranciu buniek ma vplyv obsah mastnych
kyselin a sterolov v bunkdch. Mierne okyslicovanie média
pocas fermentdcie indukuje zvySenu tvorbu mastnych kyselin
a sterolov, ¢im sa zvysi tolerancia buniek voci etanolu, a tym
aj vytazky etanolu. Pridavkom mastnych kyselin a sterolov vo
forme séjovej mucky do fermentaéného média namiesto okys-
licovania média bolo v systéme s imobilizovanymi bunkami
dosiahnuté skratenie fermenta¢ného &asu az o 50 % (cit.”).

5. Kontinudlna fermentacia s recyklom buniek

Vysokd koncentricia kvasinieck mé pozitivny vplyv na
produktivitu etanolu, ¢o sa uz davno vyuziva pri vsadzkovej
fermentdcii s recyklom buniek. V kontinudlne pracujicich
bioreaktoroch sa zabezpecuje recyklus buniek tromi réznymi
sposobmi: centrifugdciou, flokuldciou buniek alebo membré-
novou filtraciou.

Technoldgie s recyklom buniek zabezpeCenym centrifu-
géciou potrebuju drahé drozdiarske centrifiigy s vysokou spo-
trebou energie, ¢im sa zvySuju ndklady na jednotku vyrobené-
ho etanolu. Z uvedenych dovodov su do budticnosti perspek-
tivne technoldgie vyuZivajice iné, lacnejsie sposoby separicie
a recyklédcie buniek.

Vyuzitie flokuldcie ako prirodzenej vlastnosti niektorych
kmenov Saccharomyces cerevisiae umozni udrziavanie vyso-
kej koncentrdcie buniek v bioreaktore bez nékladov na spo-
trebu energie. Pre kontinudlne fermentécie flokulujticimibun-
kami sa pouzivaju vezové bioreaktory s kdnickym dnom a roz-
Sirenou hornou &astou so zarazkami. Paiva a kol.” pouzili
vezovy bioreaktor bez rozsirenej hornej Casti, ale s exter-
nou usadzovacou nddrzou. Maximalna produktivita etanolu
(18 g.I'"h'! zodpovedajtica 90 21! etanolu v médiu) bola
dosiahnutd pri koncentricii biomasy 100 g.I'!, zriedovacej
rychlosti 0,2 h™ a pritoku substratu s koncentraciou 200 g.1"",

Jednou z perspektivnych technoldgii vyroby etanolu je
kontinudlna fermenticia s recyklom buniek zabezpeenym
membranovym filtrom s krizovym tokom. Membrénova fil-
tracia umoznuje sterilnd, vysoko efektivnu separdciu buniek.
Melzoch a kol.* pracovali v opisanom systéme s koncentra-
ciou biomasy v rozsahu od 10 do 60 g.1"'. Maximélna produk-
tivita etanolu (15 g.l‘l,h'l) bola ziskand pri koncentrécii bio-
masy 46 g,]". So zvySujlicou sa koncentraciou buniek v bio-
reaktore Kklesali ndroky buniek na energiu na udrziavanie
fyziologického stavu, ¢im sa zvySoval vyfazok etanolu. Pri
kongentrdcii biomasy 120 g.I”' bola v podobnom kontinudl-
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nom systéme s recyklom buniek dosiahnutd produktivita eta-
nolu az 70 g.l'].h’l (cit.31). Vysokd koncentracia buniek (nad
120 gI™) viak sposobovala problémy s nadmernym penenim.
Podla ekonomickej analyzy je 50 az 100 gI" optimdlna kon-
centracia buniek v kontinudlnom fermentore s membranovou
filtridciou™. Pridavok malého mnoZstva odpetiovacieho &inid-
la pri tejto koncentrdcii buniek zabrani nadmernému peneniu.
V §tidii autorov Warrena a kol.” sa uvddza cenovy odhad
vystavby zdvodu na 1 milién hl etanolu za rok s technoldgiou
kontinudlnej fermentdacie s pouzitim mikrofiltracie s kriZzovym
tokom pre dosiahnutie recyklu buniek.

Kontinudlne systémy s recyklom buniek s externym mem-
brdnovym modulom maji urcité nevyhody. Substraty pouzi-
vané v priemysle obsahuju castice roznych velkosti, ktoré
mozu sposobovaf zana$anie membran. Problémy sa moZu
objavif aj pri sterilizdcii externych membran. Recirkuldciou
fermenta¢ného média cez membrianovy modul sa zvySuje
spotreba energie, a tieZ sa moZe objavif inhibicia buniek vo
vonkajSom okruhu vytvarajicim sa oxidom uhli¢itym.. Etano-
lova fermentacia v kontinudlnom systéme s filtra¢nym modu-
lom zabudovanym vo vnutri fermentora sa zd4 byt pre priemy-
selné vyuzitie vyhodnej$ia ako systém s externym filtrom™.
Optimédlne koncentrdcie biomasy boli stanovené, podobne ako
pri systémoch s externym filtrom, v rozsahu od 90 do 150 gAl",
pricom produktivita etanolu pri zriedovacej rychlosti 0,41 h !
bola v uvedenom systéme 20 g.I".h,

6. Vakuova fermentacia

Vikuovd fermentdcia etanolu je zndma uz dlhi dobu.
Pésobenim vidkua sa etanol odstraiiuje z fermentaé¢ného média
kontinudlne alebo v cykloch. Udrziavanim nizkej hladiny
etanolu v médiu nedochddza k inhibicii fermenta¢nej aktivity
a ani ku strate viability kvasiniek, ktoré si takto zachovavaju
vysokti metabolickd aktivitu.

Cysewski a Wilke®3¢ sa vo svojich priacach zaoberali
kombindaciou vakuovej fermentacie (pri tlaku 7,3 kPa) a recyk-
Iu buniek (zabezpecovaného centrifugaciou) pri produkcii
etanolu z melasy kvasinkou Saccharomyces cerevisie.. Pro-
duktivita etanolu v takomto systéme bola 82 g..l']‘h' ! ¢o v po-
rovnani s kontinudlnym systémom pracujlicim pri atmosferic-
kom tlaku predstavuje 12-ndsobné zvy$enie. Okyslicovanim
média Cistym kyslikom boli zabezpeCované ndroky buniek na
kyslik.. V pritomnosti potrebného mnozstva kyslika nebol
zaznamenany pokles viability buniek. Koncentracia biomasy
na konci vdkuovej fermentdcie (124 g.1") bola o 50 % nizsia
ako pri fermentécii pri atmosferickom tlaku. Autori predpo-
kladaji, Ze niZ$i ndrast biomasy bol priamym désledkom
vyssich narokov buniek na udrziavanie fyziologického stavu
vo vikuu. NiZsi ndrast biomasy mohol byt sposobeny aj nedo-
statkom kyslika v médiu, vzhladom na jeho niZ8iu rozpustnost
vo vikuu,

Vikuovd fermentécia sa Studovala najma v sudvislosti so
simultdnnou sacharifikdciou a fermentédciou (SSF) lignocelu-
16zovych materidlov na etanol kvasinkami druhu Candida
acidothermophilum. PretoZe na vdkuovanie systémuje potreb-
nd znaéna energia, Ghose a kol.” navrhli odstrafiovanie eta-
nolu z fermenta¢ného média vikuom v cykloch. Z fermentora
pracujuceho pri normédlnom tlaku bolo fermenta¢né médium
po dosiahnuti koncentracie etanolu nad 20 gAl'\ po dobu jednej
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hodiny precerpdvané do plochej nadoby s tlakom 10,7 kPa.
Pary etanolu a vody sa z vdkuovanej nddoby viedli cez chladi¢
a vzniknuty kondenzéit bol zachytdvany v zbernej nddobe.
V uvedenom systéme sa Studovali tri rézne spdsoby vedenia
SSF fermentdcie: bez a s cyklickym vdkuovym odstrafiovanim
etanolu a s cyklickym vakuovym odstrafiovanim etanolu a pri-
tokovanim substratu. Fermentdciou bez vikuového odstraiio-
vania etanolu sa dosiahla produktivita 1,25 g.1"".h"!, pricom
vytazok etanolu bol 0,32 g.g". Zaradenim cyklického vakuo-
vého odstraniovania etanolu sa dosiahla 1,4-krdt vys§ia pro-
duktivita etanolu (1,8 g‘]'l.h']) a vyfazok etanolu 0,49 g.g".
Pritokovanim substratu pocas fermentécie s vakuovymi cyk-
lami sa produktivita zvy$ila az na 4,5 g.l“l.h'], s vytazkom
etanolu 0,52 g.g"'. Maximadlna koncentracia etanolu v konden-
zate (136 g.l'l) bola ziskand po 15 minttach pdésobenia vdkua,
priemerna koncentracia etanolu v kondenzate po 1 hodinovom
vakuovom cykle bola 121,5 gl".

V rovnakom vdkuovom systéme bolo v kondenzéte po 26
cykloch zachytenych az 92 % z celkového vyprodukovaného
etanolu®. Straty etanolu po¢as posobenia vdkua predstavovali
5,3 % z celkového vyprodukovaného mnozstva, 1,5 % zostalo
v prekvasenom médiu vo fermentore a 0,9 % v premyvacej
vode. Skratenim doby trvania jednotlivych vakuovych cyklov
sa moOZe zvysit' obsah etanolu v kondenzéte, avsak treba mat
na zreteli koncentraciu etanolu vo fermentore. Skratenim va-
kuového cyklu zo 60 na 15 mintt sa zvySila koncentracia
etanolu v kondenzate zo 122 na 139 g.I"' a energia potrebnd na
védkuovanie systému klesla o 70 % (z 0,02 na 0,006 MJ/mol
etanolu).

Nevyhodou vakuovej fermentacie je, Ze v priebehu fer-
mentdcie sa mézu vytvdraf urcité neprchavé inhibitory, ktoré
znizuju vyslednu produktivitu. Pocas vakuovej SSF fermen-
tacie lignocelulézovych materidlov sa vo fermenta¢nom mé-
diu akumulujii popol tvoriace latky*. Pocas fermentécie sa
zvysi koncentrdcia uvedenych latok v médiu z 11,8 na 39 g.I™
a tym poklesne rychlost tvorby etanolu z 2,6 na 19 g.I'.h’".

Vysokd produktivita vdkuovej fermentdcie (az vySe
80 g.l‘l.h'l) v porovnani so vsadzkovou fermentdciou (okolo
2 g.l‘l.h'l) umoziuje podstatné zniZenie investicnych ndkla-
dov*, pretoZe pre zabezpecenie rovnakej produkcie etanolu je
namiesto 26 fermentorov pracujicich vo vsidzkovom rezime
potrebny len jeden fermentor, z ktorého je etanol odstraiiovany
periodicky posobenim vdkua. Spotreba energie sa pri vdkuo-
vej fermentdcii podstatne zniZi pouZitim fermentora so zabu-
dovanym boilerom na rekomprimovanu paru, kedy sa vyuziva
vyparné teplo rekomprimovanej pary na vyhrievanie fermen-
tora, ¢im para zdroveil kondenzuje. Ndroky na spotrebu ener-
gie su teda v takomto systéme v porovnani s klasickou tech-
noldgiou priblizne rovnaké alebo iba nepatrne vyssie”.

7. Extraktivna fermenticia

Pri extraktivnej fermentdcii sa etanol vhodnym rozpustad-
lom postupne extrahuje z fermentaéného média. Rozpustadlo
nesmie by miesatelné s vodou a toxické voc¢i kvasinkdm
a musi maf vysoku afinitu k etanolu. NajdastejSie testovanym
je 1-dodekanol, pouzité boli aj dibutylftalat a 1-tetradekanol.
Takisto ako aj iné fermentdcie s kontinudlnym odstrafiovanim
etanolu z média, aj extraktivna fermentdcia umoznuje pouzitie
vysoko koncentrovanych zapar, bez ndslednej inhibicie vyso-
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kou koncentraciou produktu, av§ak moZze sa objavit inhibicia
vedlajsimi produktami neextrahovatelnymi do pouZzitého roz-
pustadia.

Pri kontinudlnej fermentécii sa pouzitim priamej extrakcie
etanolu dibutylftaldtom zvysi produktivita z 8,2 na 20 g.l”‘.h'l
(cit.*). Ak sa v takomto systéme pouZije aj recyklus buniek
produktivita etanolu stipne az na 45 g1 h!, pricom az 70 %
vytvoreného etanolu sa extrahuje do pouZitého rozpustadla.

Gyamerah a Glover" pri $tidiu extraktivnej fermentécie
pouzili koncentriciu glukézy v pritoku od 100 do 458 g.l’l.
Stupen konverzie glukdzy stupal so stupajiicou koncentraciou
glukdézy a dosiahol hodnoty 88,0 az 97,6 %. Najvyssi vytazok
etanolu (91,9 % z teoretického vytazku) bol ziskany pri kon-
centracii 272 g.I"! glukézy v pritoku.

Pritomnost volnych buniek vo fermenta¢nom médiu méze
sposobif emulzifikdciu rozpistadla. Tomuto problému sa dd
zabranit pouzitim imobilizovanych buniek®'.

Vyhodou extraktivnej fermentacie je zniZenie ndkladov na
ziskavanie produktu z fermenta¢ného média v porovnani s kla-
sickou destildciou, avSak vyber vhodného, pre mikroorganiz-
my netoxického, rozpustadla zostdva problémom.

8. Zaver

Prirodzenym désledkom zvySujicej sa spotreby etanolu je
rozvoj liehovarnickeho vyskumu, zamerany na moderniziciu
klasickej fermentdcie i zavadzanie novych technologickych
postupov, ktoré umoznuju zvySenie efektivnosti vyroby. Jed-
nou z inovacénych technoldgii je simultdnna sacharifikdcia
a fermentdcia Skrobu vplyvom amyldz alebo kvasiniek s amy-
lolytickou aktivitou v kombinécii s etanol produkujucimi kva-
sinkami. Perspektivnymi su VHG-fermentécie, zaloZené na
skvasovani vysoko koncentrovanych zépar s podstatne vy$Sou
findlnou koncentraciou etanolu v zdpare, a tiez fermentécie
imobilizovanymi kvasinkami. Imobilizované kvasinky umoz-
fuji pracovat' s vysokymi koncentrdciami biomasy bez rizika
jej vyplavenia z fermentora a su odolnejSie voci toxickym
uc¢inkom etanolu. Sucasné inovac¢né trendy su zaloZené najma
na kontinualizdcii vyroby. Vysokd produktivita zariadenia sa
d4 dosiahnut kontinudlnou fermentdciou s recyklom buniek,
ktory moze byt zabezpeteny centrifugaciou, flokuldciou, ale
aj membradnovou filtraciou. Intenzivne sa $tuduji aj fermenta-
cie s priebeznym odstrafiovanim etanolu z média, ako su
vakuovd a extraktivna fermentécia.
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P. Bafrncova and D. Smogrovitova (Department of Bio-
chemical Technology, Slovak Technical University, Brati-
slava, Slovak Republic): Innovation Trends in the Pro-
duction of Ethanol

The review deals with contemporary and perspecti ve trends
in modern technological procedures of theethanol production
and the innovation trends in large-scale production. From the
point of view of possible contributions and drawbacks the
following techniques are discussed: simultaneous sacchari-
fication and fermentation of starch, VHG-fermentation, fer-
mentation by immobilized yeasts, continuous fermentation
with cell recycle, vacuum and extractive fermentation.





