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1. Uvod

S etanolom sa střetáváme prakticky každý deň a na kaž-
dom kroku. Je přítomný v kvašených a destilovaných nápo-
joch, v koncentrovanej podobě sa používá ako antiseptické
a dezinfekčně činidlo, respektive ako povrchovoaktívna látka
v róznych emulziách. Vďaka svojej neutrálnej chuti a vóni
slúži ako jedno z univerzálnych rozpúšťadiel v kozmetike
a farmacii. Čoraz častejšie sa etanol používá aj ako prímes do
pohonných zmesí, čo prispieva k zvýšeniu podielu obnovitel-
ných zdrojov v palivách. K jeho výhodám patria hlavně do-
stupnosť surovin pre jeho výrobu, poměrné dobré zvládnuté
procesy jeho přípravy a purifikácie, malá ekologická záťaž
prostredia samotnou výrobou, a v porovnaní s inými náhrada-
mi fosílnych paliv, jeho nízká toxicita voči člověku a ostatnej
biosféře. Použitie etanolu ako paliva znižuje tvorbu oxidov
dusíka a prchavých organických látok, tvorbu ozónu a smogu,
a taktiež neprispieva ku vzniku skleníkového efektu.

Za klasickú technológiu výroby kvasného liehu považuje-
me vsádzkový spósob fermentácie a následní! destiláciu pre-
kvasenej zápary. Vsádzková fermentácia bola vyvinutá asi
před sto rokmi a ešte aj v súčasnosti je jednou z najrozšírenej-
ších výrob etanolu. Ako surovina sa donedávna najčastejšie
používala melasa, aj keď v súčasnosti sa viac presadzujú
škrobnaté suroviny. Melasa sa před fermentáciou najprv narie-
di na koncentráciu sušiny od 20 do 40 % hmot. podlá použitej
technologie, doživí zdroj om dusíka, připadne inými živinami
a okyslí na pH 4,5. Připravená zápara sa inokuluje čistou
kulturou kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Teplota počas
fermentácie sa udržiava okolo 30 °C. Jacqueminov spósob

vsádzkovej fermentácie, tzv. klasický spósob, je založený na
prítokovaní zápary počas fermentácie, čím sa zabráni inhibícii
fermentácie vysokou koncentráciou substrátu a dosiahne sa
vysoký stupeň prekvasenia. Na zakvášanie fermentorov sa
používá zriedenejšia zápara (okolo 20 % hmot. sušiny, čo pri
melase představuje přibližné 150 g.l"1 sacharózy). Následné sa
koncentrovanejšiou záparou ( 3 0 ^ 0 % hmot. sušiny, připadne
aj viac) dopíňa objem fermentorov tak, aby koncentraci a su-
šiny neklesla pod hodnotu 10 % hmot. Aby sa zabezpečila
nepřetržitá prevádzka destilačného zariadenia, batéria fermen-
torov sa zakváša v pravidelných intervaloch. Hlavné kvasenie
trvá 36 až 48 hodin, pričom koncentrácia etanolu v prekvase-
nej zápare je 10 až 12 % obj. Produktivita takéhoto systému
je 1,8-2,5 g.r'.h"'. Výťažok etanolu zo skvasitelných sachari-
dov představuje 90 až 95 % zo stechiometrického množstva.
Nevýhodou klasickej vsádzkovej fermentácie je nižšia využi-
telnost' kvasného priestoru spósobená fázou přípravy, plnenia
arozkvášania1'2. Pri Melleovom-Boinotovom spósobe vsádz-
kovej fermentácie sa kvasinky z predchádzajúcej fermentácie
po odseparovaní přeperu v 2 % kyselině sírovej na usmrtenie
bakteriálnej infekcie a použijú na zakvasenie nasledujúcej
fermentácie. Týmto spósobom sa ušetří substrát potřebný na
biosyntézu nových buniek, teda sa zvýši výťažok etanolu na
spotřebovaný sacharid a zrychli sa kvasný proces, čím sa zvýši
produktivita2. Nevýhodou je nutnosť inštalácie drahých od-
strediviek.

Vsádzková fermentácia je sice velmi jednoduchý proces,
ale investičně aj prevádzkové náklady sú značné. V súčasnosti,
keď vo světe stupa spotřeba liehu a budujú sa nové liehovary
na palivový etanol, sa intenzívně vy víjajú rózne modernizácie
klasickej technologie, ktoré znížia investičně náklady a zvýšia
efektivnost výroby. Súčasné světové inovačně trendy sa zakla-
dajú hlavně na kontinualizácii výroby, využívaní najnovších
poznatkov biotechnologií a aplikácií nových postupov pri
získávaní etanolu z prekvasenej zápary.

2. Simultánna sacharifikácia a fermentácia
škrobu

Jednou z perspektivných inovácií klasickej technologie je
priama utilizácia škrobových surovin, keď dochádza k simul-
tánnej sacharifikácii škrobu vply vom amyláz a jeho fermentá-
cii na etanol. Ako zdroj amyláz sa využívajú predovšetkým
mikroorganizmy, najma vláknité huby a baktérie, a to pre
ekonomickú výhodnost' a regulovatelnosť produkčného proce-
su enzýmov3. Komerčně vyrábané enzymové preparáty na
stekutenie a sacharifikáciu škrobu sa pridávajú priamo do
fermentačného média a používajú sa jednorázovo, alebo sú
imobilizované na vhodnom nosiči, čím sa značné predíži ich
životnost. Stekutenie škrobu pomocou endoamylázy (a-amy-
lázy) a následná sacharifikácia enzymovou hydrolýzou (glu-
koamylázou) na nízkomolekulové sacharidy a až na glukózu
prebiehajú ako předstupně fermentácie. Súčasným priebehom
týchto procesov v jednom výrobnom stupni by sa znížila
inhibícia fermentácie vysokou koncentráciou glukózy a zvý-
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šila výrobna kapacita liehovarov. Problémom bývá nájsť opti-
málně podmienky pre aktivitu enzýmov a pre fermentačnú
aktivitu kvasiniek.

Nemalá pozornost' sa v poslednej době věnuje aj štúdiu
kvasiniek s amylolytickou aktivitou, schopných rozkládat
škrob a jeho degradačné produkty skvasovať na etanol (napr.
Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces diastaticus,
Schwaniomyces castellii). Nevýhodou kvasiniek s vysokou
amylolytickou aktivitou je ich nižšia etanoltolerancia v porov-
naní s liehovarníckymi kmeňmi.

Autoři Reddy a Basapa4 sa věnovali štúdiu priamej pro-
dukcie etanolu zo škrobu z manioku. Spomedzi 230 testova-
ných kmeňov vybrali kmen Saccharomycopsis fibuligera (En-
domycopsis fibuligera NRRL 76), ktorý vykazoval najvyš-
šiu produkciu a-amylázy a glukoamylázy, aj etanolu. Tento
kmen, v porovnaní s ostatnými, bol schopný tolerovat' najvyš-
šie koncentrácie etanolu a konvertovat' najváčšie množstvo
škrobu na etanol, pričom produkoval najmenej biomasy. Ma-
ximálně výťažky etanolu, až 73,5 a 92,0 g.l"1 v médiách obsa-
hujúcich 200 a 300 g.l"1 škrobu boli dosiahnuté pri pH 6,0
a teplotě 30 °C po 4 dňoch fermentácie, pričom prvý deň
prebiehala fermentácia za aeróbnych podmienok a následné 3
dni anaerobně.

Pri priamej produkcii etanolu z dextrínu v kontinuálně
pracujúcom reaktore De Mot a Verachtert5 použili kmen Sac-
charomyces diastaticus imob\\víov<mý v polyuretanových ma-
triciach. V médiu obsahujúcom 200 g.l"1 dextrínu bola dosiah-
nutá finálna koncentrácia etanolu až 69 g.l"1, pričom produk-
tivita takéhoto zariadenia bola 7,6 g.l .Ji"1. Použitím série
dvoch kontinuálně pracujúcich reaktorov, kde v prvom reakto-
re bol imobilizovaný kmen S. diastaticus a v druhom Saccha-
romycopsis fibuligera, sa zvýšila produktivita na 12,7 g.l^.h'1.
Výťažok etanolu zo substrátu sa však v takomto systéme
nezměnil, 70 g.l"1 etanolu získaných v médiu s počiatočnou
koncentráciou dextrínu 200 g.l"1 představovalo 70 % z teore-
tického množstva.

Intenzívně sa študuje aj využitie „ko-kultúry" kvasiniek
s amylolytickou aktivitou a etanol produkujúcich kvasiniek.
V práci autorov Abouzied a Reddy6 bola použitá zmesná kul-
tura kvasiniek Saccharomycopsis fibuligera a Saccharomyces
cerevisiae. Po 4 dňoch fermentácie bolo v médiu s póvodným
obsahom škrobu 100 g.l"1 stanovených takmer 48 g.l"1 etanolu.
So zvyšujúcou sa koncentráciou inokula S. cerevisiae stupal
výťažok etanolu. Piršelová a kol.7 pri fermentáciách škrobu
zmesnou kulturou tvořenou kvasinkami tých istých druhov,
ale bez přídavku kvasničného autolyzátu, pozorovali zvýšenie
výťažku etanolu pri zvyšujúcej sa koncentrácii buniek S. fibu-
ligera v inokule. Vplyv počiatočného pH sa prejavil pri kon-
centráciách škrobu vyšších ako 40 g.l"1, kedy so zvyšujúcim
sa pH stupal výťažok etanolu. Najvyššie koncentrácie etanolu
(13,74 g.l"1 z 55 g.l'1 škrobu) boli dosiahnuté pri pH 5,8 a 6,0.

Pri simultánnej sacharifikácii a fermentácii škrobu sa mó-
žu využit' aj etanol produkujúce kmene kvasiniek s amylázo-
vou aktivitou, ktoré boli získané fúziami alebo technikami
rekombinantnej DNA. Pre produkciu etanolu zo škrobu bol
testovaný geneticky manipulovaný lichovarnícky kmen Sac-
charomyces cerevisiae, schopný expresie genu z Aspergillus
awamori kódujúceho glukoamylázu8. Pri vsádzkových fer-
mentáciách bol ako zdroj uhlíka použitý škrob (100 g.l"1) a pre
porovnanie aj glukóza (100 g.l"1). Po 48 hodinách fermentácie
sostalo v médiu iba 7 g.l"1 zvyškového škrobu a až 44,8 g.l"1

naprodukovaného etanolu. Pri fermentáciách na škrobe bola
pozorovaná nižšia tvorba glycerolu (1,62 g.l"1) ako pri fermen-
táciách na glukóze (6,47 g.l"').

3. VHG-fermentácia

Very-high-gravity (VHG) fermentácia je novou technoló-
giou produkcie etanolu, ktoráje založená na fermentácii vyso-
ko koncentrovaných zápar. Táto technológia je určená najma
pre spracovanie róznych škrobnatých surovin, ktoré sú pre
výrobu etanolu vo světe velmi rozšířené. V súčasnosti najčas-
tejšie používanými obilninami sú kukurica, pšenica, jačmeň
alebo raž. V priemysle sa používajú zápary s koncentráciou
200 až 240 g extraktu na 1 kg zápary. VHG-technológia
je definovaná ako fermentácia zápar obsahujúcich viac ako
270 g extraktu na 1 kg zápary, čo představuje koncentráciu ex-
traktu 300 g.r1. Najvyššia možná koncentrácia zápar, pri kto-
rej fermentácia ešte bývá ukončená, je 390 g extraktu/l (cit.9).
Takto vysoko koncentrované zápary sa pripravujú v dvoch
krokoch. Najprv sa připraví zápara s koncentráciou extraktu
200 až 240 g.l"1. Po odstranění nerozpustných častíc sa roztok
zmieša potřebným množstvom škrobnatej suroviny a připraví
sa druhá zápara. Týmto spósobom sa dosiahne koncentrácia
extraktu vo výslednej zápare až 390-400 g.l"1.

VHG-technológia umožňuje podstatné zvýšenie finálnej
koncentrácie etanolu v prekvasenej zápare. Pri teplotě 20 °C a
zvýšenom obsahu dusíkatého zdroja je pri tejto koncentrácii
extraktu v zápare možné dosiahnuť finálnu koncentráciu eta-
nolu až 21-23 % obj. Pri koncentrácii extraktu 400 g.l"1 sa
fermentácia zastaví, aj keď v médiu je ešte vellcý podiel
nespotřebovaného extraktu10. Na dosiahnutie uvedených vy-
sokých koncentrácii etanolu neboli použité speciálně připra-
vené alebo geneticky manipulované kmene kvasiniek.

Pri procese přípravy zápary sa z obilných zrn uvolnujú
všetky látky potřebné pre rast kvasiniek. Limitujúcim může
byť iba zdroj dusila1'. Hladina asimilovatelného dusíka (FAN)
v záparách bývá příliš nízká pre zabezpečenie potrebnej rych-
losti fermentácie, a to najma pri záparách s vysokými koncen-
tráciami skvasitelných sacharidov. Prídavok dusíkatého zdroja
v róznych formách stimuluje rast kvasiniek a zvyšuje rychlost
fermentácie11"13 Najčastejšie používanými zdrojmi dusíka sú
kvasničný autolyzát, kazeínový hydrolyzát, volné aminokyse-
liny alebo močovina. Thomas a kol.10 pozorovali, že prídavok
kvasničného autolyzátu (2 % hmot.) k zápare s obsahom 380 g
extraktu/l skrátil čas potřebný na úplné prekvasenie. Po 130
hodinách bola výsledná koncentrácia etanolu 23,8 % obj.,
zatial čo zápara bez přídavku kvasničného autolyzátu bola
prekvasená až po 230 hodinách s podobným výťažkom etano-
lu. Kvasničný autolyzát je pre priemyselnú prax ekonomicky
nepřijatelný12. Najlacnejším, a aj jedným z najúčinnejších
zdrojov dusíka je močovina, avšak močovinu nie je možné
používať pri výrobe etanolu pre potravinářské účely. Na zvýše-
nie obsahu asimilovatelnčho dusíka móžu byť použité aj ko-
merčně dostupné proteázy, ktoré hydrolýzou proteínov uvolnujú
do média volné aminokyseliny14. Lačným zdrojom dusíka sú
aj použité liehovarnícke kvasinky. Po skončení fermentácie sa
kvasinky móžu nechať autolyzovať a extrakt móže byť použitý
ako zdroj dusíka pre nasledujúcu fermentáciu13.

Vysoká koncentrácia extraktu v zápare spósobuje zvýše-
nie osmotického tlaku, ktorý má za následok zníženie fermen-
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tačnej aktivity a stratu viability buniek. Prídavok osmoprotek-
tantov, ako sú glycín, betaín a prolín, zvyšuje viabilitu buniek
počas fermentácie vysoko koncentrovanej zápary15.

V priemyselnej praxi sa fermentácie pri nižších koncentrá-
ciách zápar vedli pri teplotách 30 až 35 °C. Pri takýchto
teplotách by fermentácie zápar obsahujúcich 370-380 g ex-
traktu/l, v dósledku kombinovaného negativného účinku vy-
sokého osmotického tlaku a zvýšenej teploty na buňky, ne-
viedli k úplnému prekvaseniu utilizovateíných sacharidov. Na
úplné prekvasenie vysoko koncentrovaných zápar je preto
potřebné znížiť fermentačnú teplotu na přibližné 20 °C. Bolo
pozorované, že prídavok kvasničného autolyzátu stimuluje
fermentácie pri 20 °C, avšak neovplyvňuje rychlost fermentá-
cie pri 30 a 35 °C (cit.10). Jones a Ingledew16 študovali vplyv
teploty na fermentáciu zápar s obsahom 365 g extraktu/l.
Zvýšením teploty (zo 17 na 33 °C) sa sice znížil výťažok
etanolu, ale skrátil sa čas potřebný na úplné prekvasenie.
Prídavok močoviny (16 mmol.r1) mal za následok zvýšenie
výtažku etanolu aj ďalšie skrátenie fermentácie. Optimálna
teplota fermentácie závisí od koncentrácie extraktu v zápare
a od koncentrácie přidaného zdroja dusíka. Pre záparu s obsa-
hom 365 g extraktu/l a prídavkom 16 mmol.l"1 močoviny bola
ako optimálna stanovená teplota 27 °C.

Vedenie fermentácie pri vyšších teplotách sa pozitivně
odrazí na ekonomike procesu, pretože sa zvýši fermentačná
rychlost', ale aj znížia náklady na chladenie.

Nevýhodou VHG technologie je vysoká viskozita zápar,
a z toho vyplývajúce problémy pri přečerpávaní a miešaní zá-
par, ktoré majú za následok zvýšenu spotřebu energie. Nutnou
podmienkou úspešnej aplikácie VHG technologie v priemysle
je příprava zápar s nižšou viskozitou. Zvýšená viskozita je spó-
sobená zvýšeným obsahom P-glukánov a pentózanov v kon-
centrovaných záparách. Počas fermentácie viskozita zápary
pomaly klesá, čo je pravděpodobné zapříčiněné enzymatickou
konverziou dextrínov na sacharidy a ich okamžitou fermentá-
ciou na etanol, čiastočnou hydrolýzou proteínov, vyzrážaním
proteínov a P-glukánov pósobením etanolu a enzymatickým
pósobením kvasiniek na (3-glukány17. Podstatné, až 10-násob-
né zníženie viskozity zápary v krátkom čase sa dá dosiahnuť
prídavkom P-glukanázy17"19. Určité zníženie viskozity bolo
pozorované aj po přídavku komerčně dostupných proteáz14.

Oxid uhličitý rozpuštěný v médiu má silný inhibičný úči-
nok na fermentačnú aktivitu kvasiniek. Zníženie viskozity
zápary napomáhá rýchlejšiemu uvolňovaniu CO2 z média14.
Pozitivny vplyv koloidných častíc (ako centier pre tvorbu
bublin CO2) na uvofňovanie CO2 z média nebol dokázaný11.
Nežiadúce problémy móže spósobovať nadměrné penenie vy-
soko koncentrovaných zápar.

Pre fermentáciu vysoko koncentrovaných zápar sú potřeb-
né liehovarnícke kmene kvasiniek Saccharomyces cerevisiae,
ktoré sa vyznačujú dobrou etanol- a osmotoleranciou. Aby
bola zabezpečená potřebná rychlost fermentácie je dóležité
nájsť optimálny stupeň inokulácie, ako aj zabezpečit' nároky
kvasiniek na živiny.

Použitím VHG technologie sa zvýši kapacita a efektivnost
zariadení, a taktiež sa zmenší spotřeba vody na přípravu zápa-
ry9. Možno konstatovat, že použitím koncentrovanějších zápar
sa zváčšuje výkon jednotkového objemu fermentačných zaria-
dení. Dalším prínosom VHG technologie je zvýšenie koncen-
trácie etanolu v prekvasenej zápare, čo súčasne zmenšuje
spotřebu tepla pri destilácii.

4. Fermentácia imobilizovanými kvasinkami

Jednou z velmi perspektivných modernízácií je produkcia
etanolu imobilizovanými mikroorganizmami v kontinuálnom
systéme. V porovnaní s inými kontinuálnymi systémami má
technológia imobilizovaných buniek viaceré výhody. V pr-
vom radě je to zabránenie vyplavovaniu biomasy z fermentora,
ďalej možnost' pracovat' pri vysokých zrieďovacích rýchlos-
tiach a s vysokou koncentráciou biomasy. Fermentácie imo-
bilizovanými buňkami umožňujú dosiahnutie vysokých vý-
ťažkov etanolu a znižujú inhibičný účinok etanolu na buňky,
znižujú riziko kontaminácie oproti kontinuálnym systémom
s volnými buňkami, a takisto umožňujú jednoduchú kontrolu
systému20-21.

Kvasinkové buňky je možné imobilizovať viacerými tech-
nikami, ako například adsorpciou na povrch interného nosiča,
zachytením na membránu alebo do vnútra polymeru. Na imo-
bilizáciu buniek zachytením do gelu sa používá široká paleta
mateřiálov slúžiacich ako nosiče, najčastejšie to sú gél alginá-
tu vápenatého, karagenanu alebo pektátu vápenatého, ale po-
užívajú sa aj polyakrylamidový gél, gél agaru alebo křemičitý
gél. Pre fermentáciu imobilizovanými kvasinkami sa používa-
jú rózne typy bioreaktorov, ale najjednoduchšími a najčastej-
šie používanými sú náplňové ,,packed-bed" bioreaktory. Pri
fermentácii s buňkami imobilizovanými na mikronosičoch
Celite-R633 v náplňovom bioreaktore pri přítoku substrátu
s obsahom glukózy 150 g.l"1 bola dosiahnutá takmer úplná
utilizácia glukózy (1 g.l"1 glukózy vo výstupnom prúde)22.
Výstupná koncentrácia etanolu bola 73 g.l , čo představovalo
až 94 % z teoretického výťažku. Mikroskopickým pozorová-
ním sa zistilo, že imobilizované buňky boli sústredené najma
v póroch mikronosičov, a nie na povrchu.

Pri kontinuálnej fermentácii v náplňovom bioreaktore
kvasinkami imobilizovanými v Ca-algináte bola pri koncen-
trácii substrátu 200 g.l"1 a zrieďovacej rychlosti 0,5 h"1 dosiah-
nutá maximálna produktivita etanolu 25 g.r'.h"', čo předsta-
vovalo 58,8 % z teoretického výťažku21. Ani po 30-tich dňoch
fermentácie nebola pozorovaná strata viability imobilizova-
ných buniek alebo poškodenie Ca-alginátových nosičov. Zlep-
šenie parametrov fermentácie v systéme s imobilizovanými
kvasinkami v náplňovom bioreaktore sa dá dosiahnuť ak je
přítok substrátu pulzačný. Pulzačný tok tekutiny vstupujúcej
do bioreaktora zabraňuje tvorbě zhlukov nosiča s buňkami,
ktoré sa po určitom čase začínajú vytvárať v systémoch s ne-
pulzačným tokom. V takomto systéme bola dosiahnutá celko-
vá produktivita etanolu až 36 g.l'1.!!"1, čo oproti nepulzačnému
systému představovalo zvýšenie o 18 % (cit.23). Imobilizované
buňky kvasiniek sa dajú použit' aj pri vsádzkovej fermentácii
s prítokom. Po skončení fermentácie je oddelenie kvasiniek
velmi jednoduché a imobilizované kvasinky sa okamžité mó-
žu použit pre ďalšiu fermentáciu, pričom si dlhšiu dobu zacho-
vávajú svoju aktivitu24.

Vážným problémom pri používaní imobilizovaných kva-
siniek bývá deštrukcia gélového nosiča uvorňujúcim sa oxi-
dom uhličitým. Nevýhodou systémov s imobilizovanými kva-
sinkami bývá limitácia buniek vo vnútri nosiča substrátom,
v dósledku pomalej difúzie substrátu cez gél a vysokej fermen-
tačnej aktivity buniek. Z tohto dóvodu je dóležité nájsť opti-
málnu veíkosť guličiek nosiča, ktorá závisí od druhu použitého
nosiča, imobilizovaného mikroorganizmu, ale aj od technolo-
gických vlastností fermentora25. Na studium kinetiky difúzie
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a procesov prebiehajúcich v střede nosiča bol použitý reaktor
s gélovou membránou obsahujúcou imobilizované buňky26

Autoři pozorovali, že buňky v střede Ca-alginátových nosičov
boli limitované nedostatkom substrátu, na druhej straně buň-
ky vo vrstvách pri povrchu intenzívnejšie rástli a rozmnožo-
vali sa.

Imobilizácia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae v urči-
tom nosiči ovplyvňuje špecifickú metabolickú aktivitu bu-
niek27. V mobilizovaných buňkách sa zvýši rychlost' enzyma-
tických reakcií viacerých krokov Embdenovej-Meyerhofovej
dráhy, v dósledku čoho je specifická rýchlosť produkcie eta-
nolu a súčasne aj rýchlosť utilizácie substrátu vyššia o 40 až
50 % oproti volným buňkám. Imobilizované buňky obsahujú
viac zásobných látok a štrukturálnych polysacharidov, a takis-
to majú v porovnaní s volnými buňkami vyššiu ploidiu.

Na etanoltoleranciu buniek má vplyv obsah mastných
kyselin a sterolov v buňkách. Mierne okysličovanie média
počas fermentácie indukuje zvýšenu tvorbu mastných kyselin
a sterolov, čím sa zvýši tolerancia buniek voči etanolu, a tým
aj výťažky etanolu. Prídavkom mastných kyselin a sterolov vo
formě sójovej mučky do fermentačného média namiesto okys-
ličovania média bolo v systéme s imobilizovanými buňkami
dosiahnuté skrátenie fermentačného času až o 50 % (cit.28).

5. Kontinuálna fermentácia s recyklom buniek

Vysoká koncentrácia kvasiniek má pozitivny vplyv na
produktivitu etanolu, čo sa už dávno využívá pri vsádzkovej
fermentácii s recyklom buniek. V kontinuálně pracujúcich
bioreaktoroch sa zabezpečuje recyklus buniek tromi róznymi
spósobmi: centrifugáciou, flokuláciou buniek alebo membrá-
novou filtráciou.

Technologie s recyklom buniek zabezpečeným centrifu-
gáciou potrebujú drahé droždiarske centrifugy s vysokou spo-
třebou energie, čím sa zvyšuji! náklady na jednotku vyrobené-
ho etanolu. Z uvedených dóvodov sú do budúcnosti perspek-
tivné technologie využívajúceiné, lacnejšie sposoby separácie
a recyklácie buniek.

Využitie flokulácie ako prirodzenej vlastnosti niektorých
kmeňov Saccharomyces cerevisiae umožní udržiavanie vyso-
kej koncentrácie buniek v bioreaktore bez nákladov na spo-
třebu energie. Pre kontinuálně fermentácie flokulujúcimi buň-
kami sa používajú věžové bioreaktory s kónickým dnom a roz-
šířenou hornou časťou so zarážkami. Paiva a kol.29 použili
věžový bioreaktor bez rozšírenej hornej časti, ale s exter-
nou usadzovacou nádržou. Maximálna produktivita etanolu
(18 g.r'.h'' zodpovedajúca 90 g.l"1 etanolu v médiu) bola
dosiahnutá pri koncentrácii biomasy 100 g.l"1, zrieďovacej
rychlosti 0,2 h"' a přítoku substrátu s koncentráciou 200 g.l"1.

Jednou z perspektivných technologií výroby etanolu je
kontinuálna fermentácia s recyklom buniek zabezpečeným
membránovým filtrom s křížovým tokom. Membránová fil-
trácia umožňuje sterilnú, vysoko efektívnu separáciu buniek.
Melzoch a kol.30 pracovali v opísanom systéme s koncentrá-
ciou biomasy v rozsahu od 10 do 60 g.l"1. Maximálna produk-
tivita etanolu (15 g.H.h"1) bola získaná pri koncentrácii bio-
masy 46 g.l"1. So zvyšujúcou sa koncentráciou buniek v bio-
reaktore klesali nároky buniek na energiu na udržiavanie
fyziologického stavu, čím sa zvyšoval výťažok etanolu. Pri
koncentrácii biomasy 120 g,!"1 bola v podobnom kontinuál-

nom systéme s recyklom buniek dosiahnutá produktivita eta-
nolu až 70 g.l"'.h"' (cit.31). Vysoká koncentrácia buniek (nad
120 g.l"1) však spósobovala problémy s nadměrným penením.
Podlá ekonomickej analýzy je 50 až 100 g.l"1 optimálna kon-
centrácia buniek v kontinuálnom fermentore s membránovou
filtráciou32. Prídavok malého množstva odpeňovacieho činid-
la pri tejto koncentrácii buniek zabráni nadměrnému peneniu.
V studii autorov Warrena a kol.33 sa uvádza cenový odhad
výstavby závodu na 1 milión hl etanolu za rok s technológiou
kontinuálnej fermentácie s použitím mikrofiltrácie s křížovým
tokom pre dosiahnutie recyklu buniek.

Kontinuálně systémy s recyklom buniek s externým mem-
bránovým modulom majú určité nevýhody. Substráty použí-
vané v priemysle obsahujú částice roznych velTcostí, ktoré
móžu spósobovať zanášanie membrán. Problémy sa móžu
objaviť aj pri sterilizácii externých membrán. Recirkuláciou
fermentačného média cez membránový modul sa zvyšuje
spotřeba energie, a tiež sa móže objaviť inhibícia buniek vo
vonkajšom okruhu vytvárajúcim sa oxidom uhličitým. Etano-
lová fermentácia v kontinuálnom systéme s filtračným modu-
lom zabudovaným vo vnútri fermentora sa zdá byť pre priemy-
selné využitie výhodnejšia ako systém s externým filtrom34.
Optimálně koncentrácie biomasy boli stanovené, podobné ako
pri systémoch s externým filtrom, v rozsahu od 90 do 150 g.l"1,
pričom produktivita etanolu pri zrieďovacej rychlosti 0,41 h"1

bola v uvedenom systéme 20 g.r'.h"'.

6. Vakuová fermentácia

Vakuová fermentácia etanolu je známa už dlhú dobu.
Pósobením vakua sa etanol odstraňuje z fermentačného média
kontinuálně alebo v cykloch. Udržiavaním nízkej hladiny
etanolu v médiu nedochádza k inhibícii fermentačnej aktivity
a ani ku strate viability kvasiniek, ktoré si takto zachovávajú
vysokú metabolickú aktivitu.

Cysewski a Wilke35-36 sa vo svojich prácach zaoberali
kombináciou vákuovej fermentácie (pri tlaku 7,3 kPa) a recyk-
lu buniek (zabezpečovaného centrifugáciou) pri produkcii
etanolu z melasy kvasinkou Saccharomyces cerevisie. Pro-
duktivita etanolu v takomto systéme bola 82 g.H.h'1, čo v po-
rovnaní s kontinuálnym systémom pracujúcim pri atmosferic-
kom tlaku představuje 12-násobné zvýšenie. Okysličováním
média čistým kyslíkom boli zabezpečované nároky buniek na
kyslík. V přítomnosti potřebného množstva kyslíka nebol
zaznamenaný pokles viability buniek. Koncentrácia biomasy
na konci vákuovej fermentácie (124 g.l"1) bola o 50 % nižšia
ako pri fermentácii pri atmosferickom tlaku. Autoři predpo-
kladajú, že nižší nárast biomasy bol priamym dósledkom
vyšších nárokov buniek na udržiavanie fyziologického stavu
vo vakuu. Nižší nárast biomasy mohol byť spósobený aj nedo-
statkom kyslíka v médiu, vzhfadom na jeho nižšiu rozpustnost'
vo vakuu.

Vakuová fermentácia sa študovala najma v súvislosti so
simultánnou sacharifikáciou a fermentáciou (SSF) lignocelu-
lózových materiálov na etanol kvasinkami druhu Candida
acidothermophilum. Pretože na vákuovanie systému je potřeb-
ná značná energia, Ghose a kol.37 navrhli odstraňovanie eta-
nolu z fermentačného média vákuom v cykloch. Z fermentora
pracujúceho pri normálnom tlaku bolo fermentačné médium
po dosiahnutí koncentrácie etanolu nad 20 g.l"1 po dobu jednej
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hodiny přečerpávané do plochej nádoby s tlakom 10,7 kPa.
Páry etanolu a vody sa z vákuovanej nádoby viedli cez chladič
a vzniknutý kondenzát bol zachytávaný v zbernej nádobě.
V uvedenom systéme sa študovali tri rózne spósoby vedenia
SSF fermentácie: bez a s cyklickým vakuovým odstraňováním
etanolu a s cyklickým vakuovým odstraňováním etanolu a prí-
tokovaním substrátu. Fermentáciou bez vakuového odstraňo-
vania etanolu sa dosiahla produktivita 1,25 g-1'.h'1, pričom
výťažok etanolu bol 0,32 g.g"'. Zaradením cyklického vakuo-
vého odstraňovania etanolu sa dosiahla 1,4-krát vyššia pro-
duktivita etanolu (1,8 g.l^.h"1) a výťažok etanolu 0,49 g.g"'.
Prítokovaním substrátu počas fermentácie s vakuovými cyk-
lami sa produktivita zvýšila až na 4,5 g.l^.h"1, s výťažkom
etanolu 0,52 g.g"1. Maximálna koncentrácia etanolu v konden-
záte (136 g.l"1) bola získaná po 15 minutách pósobenia vakua,
priemerná koncentrácia etanolu v kondenzáte po 1 hodinovom
vákuovom cykle bola 121,5 g.l"1.

V rovnakom vákuovom systéme bolo v kondenzáte po 26
cykloch zachytených až 92 % z celkového vyprodukovaného
etanolu38. Straty etanolu počas pósobenia vakua představovali
5,3 % z celkového vyprodukovaného množstva, 1,5 % zostalo
v prekvasenom médiu vo fermentore a 0,9 % v premývacej
vodě. Skrátením doby trvania jednotlivých vakuových cyklov
sa móže zvýšit' obsah etanolu v kondenzáte, avšak třeba mať
na zřeteli koncentráciu etanolu vo fermentore. Skrátením va-
kuového cyklu zo 60 na 15 minut sa zvýšila koncentrácia
etanolu v kondenzáte zo 122 na 139 g.l"1 a energia potřebná na
vákuovanie systému klesla o 70 % (z 0,02 na 0,006 MJ/mol
etanolu).

Nevýhodou vákuovej fermentácie je, že v priebehu fer-
mentácie sa móžu vytvárať určité neprchavé inhibitory, ktoré
znižujú výslednú produktivitu. Počas vákuovej SSF fermen-
tácie lignocelulózových materiálov sa vo fermentačnom mé-
diu akumulujú popol tvoriace látky34. Počas fermentácie sa
zvýši koncentrácia uvedených látok v médiu z 11,8 na 39 g.l"'
a tým poklesne rychlost' tvorby etanolu z 2,6 na 1,9 gi^.h"1.

Vysoká produktivita vákuovej fermentácie (až výše
80 g.r'.h"') v porovnaní so vsádzkovou fermentáciou (okolo
2 g.l^.h"1) umožňuje podstatné zníženie investičných nákla-
dov32, pretože pre zabezpečenie rovnakej produkcie etanolu je
namiesto 26 fermentorov pracujúcich vo vsádzkovom režime
potřebný len jeden fermentor, z ktorého je etanol odstraňovaný
periodicky pósobením vakua. Spotřeba energie sa pri vákuo-
vej fermentácii podstatné zníži použitím fermentora so zabu-
dovaným boilerom na rekomprimovanú páru, kedy sa využívá
výparné teplo rekomprimovanej páry na vyhrievanie fermen-
tora, čím para zároveň kondenzuje. Nároky na spotřebu ener-
gie sú teda v takomto systéme v porovnaní s klasickou tech-
nológiou přibližné rovnaké alebo iba nepatrné vyššie39.

7. Extraktívna fermentácia

Pri extraktívnej fermentácii sa etanol vhodným rozpúšťad-
lom postupné extrahuje z fermentačného média. Rozpúšťadlo
nesmie byť miešatelné s vodou a toxické voči kvasinkám
a musí mať vysokú afinitu k etanolu. Najčastejšie testovaným
je 1-dodekanol, použité boli aj dibutylftalát a 1-tetradekanol.
Takisto ako aj iné fermentácie s kontinuálnym odstraňováním
etanolu z média, aj extraktívna fermentácia umožňuje použitie
vysoko koncentrovaných zápar, bez následnej inhibície vyso-

kou koncentráciou produktu, avšak móže sa objaviť inhibícia
vedlejšími produktami neextrahovatelnými do použitého roz-
púšťadla.

Pri kontinuálnej fermentácii sa použitím priamej extrakcie
etanolu dibutylftalátom zvýši produktivita z 8,2 na 20 g.l"'.h"'
(cit.40). Ak sa v takomto systéme použije aj recyklus buniek
produktivita etanolu stúpne až na 45 g.r'.h"', pričom až 70 %
vytvořeného etanolu sa extrahuje do použitého rozpúšťadla.

Gyamerah a Glover41 pri štúdiu extraktívnej fermentácie
použili koncentráciu glukózy v přítoku od 100 do 458 g.l"1.
Stupeň konverzie glukózy stupal so stúpajúcou koncentráciou
glukózy a dosiahol hodnoty 88,0 až 97,6 %. Najvyšší výťažok
etanolu (91,9 % z teoretického výťažku) bol získaný pri kon-
centrácii 272 g.l"1 glukózy v přítoku.

Prítomnosť volných buniek vo fermentačnom médiu móže
spósobiť emulzifikáciu rozpúšťadla. Tomuto problému sa dá
zabrániť použitím imobilizovaných buniek41.

Výhodou extraktívnej fermentácie je zníženie nákladov na
získavanie produktu z fermentačného média v porovnaní s kla-
sickou destiláciou, avšak výběr vhodného, pre mikroorganiz-
my netoxického, rozpúšťadla zostáva problémom.

8. Závěr

Prirodzeným dósledkom zvyšujúcej sa spotřeby etanolu je
rozvoj liehovarníckeho výskumu, zameraný na modernizáciu
klasickej fermentácie i zavádzanie nových technologických
postupov, ktoré umožňujú zvýšenie efektivnosti výroby. Jed-
nou z inovačných technologií je simultánna sacharifikácia
a fermentácia škrobu vplyvom amyláz alebo kvasiniek s amy-
lolytickou aktivitou v kombinácii s etanol produkujúcimi kva-
sinkami. Perspektivnými sú VHG-fermentácie, založené na
skvasovaní vysoko koncentrovaných zápar s podstatné vyššou
finálnou koncentráciou etanolu v zápare, a tiež fermentácie
imobilizovanými kvasinkami. Imobilizované kvasinky umož-
ňujú pracovat' s vysokými koncentráciami biomasy bez rizika
jej vyplavenia z fermentora a sú odolnejšie voči toxickým
účinkom etanolu. Súčasné inovačné trendy sú založené najma
na kontinualizácii výroby. Vysoká produktivita zariadenia sa
dá dosiahnuť kontinuálnou fermentáciou s recyklom buniek,
ktorý móže byť zabezpečený centrifugáciou, flokuláciou, ale
aj membránovou filtráciou. Intenzívně sa študujú aj fermentá-
cie s priebežným odstraňováním etanolu z média, ako sú
vakuová a extraktívna fermentácia.
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P. Bafrncová and D. Šmogrovičová (Department ofBio-
chemical Technology, Slovák Technical University, Brati-
slava, Slovák Republic): Innovation Trends in the Pro-
duction of Ethanol

The review deals with contemporary and perspecti ve trends
in modern technological procedures ofthe ethanol 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.
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