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1. Úvod 

 
Etanol je pravdepodobne jeden z najstar�ích 

a najobľúbenej�ích mikrobiálnych produktov. Podľa spô-
sobu výroby by sme ho mohli rozdeliť na dve skupiny: 
syntetický etanol a etanol pripravený biologicky. 
V celosvetovom meradle sa 93 % etanolu získava 
fermentačne1, pričom v  roku 1998 dosiahla svetová pro-
dukcia etanolu 31,2 milióna m3. Je zaujímavé, �e pribli�ne 
2/3 tejto produkcie sa vyu�ilo ako palivový etanol. 
V Európskej Únii z toho bolo vyprodukovaných �len� 
2 milióny m3, z ktorých v�ak len 5 % bol palivový etanol. 

Zvý�ené vyu�itie biopalív v doprave je jedným z ná-
strojov, ktorými Európske spoločenstvo chce zní�iť svoju 
závislosť na trhu s pohonnými hmotami a zároveň zní�iť 

zdroje emisií oxidu uhličitého2. Vyu�itím etanolu na pali-
vové účely sa zaoberá aj Vláda Českej Republiky, ktorá 
svojím uznesením zo 6. augusta 2003 schválila �Program 
pre podporu výroby bioetanolu pre jeho primie�avanie do 
automobilových benzínov a motorovej nafty�3. 

Pou�ívanie etanolu na palivové účely malo počiatok 
na konci 19. storočia. V roku 1880 Henry Ford navrhol 
auto pod označením Ts, ktorého motor pracoval na tzv. 
�farmový etanol�, ktorý bol získaný fermentáciou kukuri-
ce. Začiatkom dvadsiateho storočia v�ak na trh pri�li fosíl-
ne palivá, ktoré sa vďaka nízkej cene veľmi rýchlo usadili 
na trhu. A� ropná kríza v roku 1970 značne zmenila ceny 
benzínu a nafty. Vyčerpávanie zásob fosílnych palív vzbu-
dzuje takisto veľké obavy. American Institute of Petrole-
um odhadol, �e zásoby ropy budú vyčerpané niekedy 
v 21. storočí s výrazným negatívnym dopadom samotnej 
ťa�by uhlia a ropy na �ivotné prostredie4. Tieto skutočnos-
ti, spoločne so strategicko-politickým pozadím problemati-
ky energetickej nezávislosti �tátov, spôsobili intenzívny 
záujem o alternatívne zdroje energie, medzi ktoré nepo-
chybne patrí aj etanol. Dali podnet na vznik napr. 
�National Alcohol Program� v Brazílii a �Gasohol Prog-
ram� v USA5. 

Pou�ívanie etanolu ako paliva má v porovnaní 
s benzínom niekoľko odli�ností i nesporných výhod: 
� Etanol má vy��ie oktánové číslo, čo umo�ňuje spaľova-

nie pri vy��ích tlakoch a tým o 15 % lep�í celkový vý-
kon v porovnaní s benzínom6. Navy�e tlak vyparovania 
a vyparovacie teplo etanolu je vy��ie ako benzínu, čo 
má za následok zvý�enie výstupnej energie pri pou�ití 
etanolu7. 

� Pri pou�ívaní etanolu dochádza k zmen�eniu obsahu 
CO a nespálených uhľovodíkov � hlavných zlo�iek 
smogu v emisiách. Dochádza aj k redukcii vznikajú-
ceho CO2 (hlavný plyn skleníkového efektu) a� 
o 60�90 %. CO2 uvoľnený pri spaľovaní etanolu vzni-
ká z obnoviteľných surovín. Je recyklovaný v procese 
fotosyntézy rastlín a na rozdiel od CO2 vzniknutého 
spaľovaním fosílnych palív, nezvy�uje podiel CO2 
v atmosfére8. Mno�stvo NOx a fotochemických polutan-
tov vo výfukových plynoch je takisto men�ie v porov-
naní s obsahom v spalinách benzínu6,9. 

� Ďal�ou výhodou tohoto paliva je, �e ide o obnoviteľný 
zdroj energie, získaný z poľnohospodárskych plodín 
pestovaných na území krajiny výroby. Na jednej strane 
teda podporuje regionálny rozvoj krajiny a na strane 
druhej zni�uje závislosť krajiny na dovoze ropy zo 
zahraničia9. 
Čo sa týka ceny etanolu ako paliva, mô�eme sledovať 

trvalý pokles voči benzínu. V máji 2000 bola cena za 1 l 
benzínu v USA 0,337 $ a paliva etanol E85 (zmes 85 % 
etanol a 15 % benzín) 0,32 $ za 1 liter. V októbri 2002 to 
bolo 0,32 $/l benzínu a 0,296 $/l E85 (cit.9). 
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Pou�ívanie etanolu ako paliva má v�ak aj svoje nevý-
hody. Nevýhodou pri spaľovaní etanolu je vznik aldehy-
dov, hlavne acetaldehydu. Jeho obsah v emisiách je 2 a� 
4× vy��í ako pri spaľovaní benzínu10. Kvôli obsahu kyslí-
ka v etanole má 1 l čistého etanolu pribli�ne o 1/3 men�iu 
energiu ako benzín11 a objemová spotreba etanolu moto-
rom je o 10 % vy��ia ako spotreba benzínu9. 

Do roku 2003 bolo v USA predaných 2 milióny FFV 
automobilov (flexible fuel vehicles), ktoré ako palivo pou-
�ívajú E85 (cit.9). Aj tento fakt svedčí o nezastaviteľnom 
trende v pou�ívaní etanolu na palivové účely. 

 
 

2. Mikrobiálni producenti etanolu  
 
Schopnosť produkovať zvý�ené mno�stvá etanolu zo 

sacharidických substrátov je popisovaná u �irokej palety 
mikroorganizmov, predov�etkým baktérií a kvasiniek. 
Z bakteriálnych producentov zbierka ATCC uvádza mik-
roorganizmy z rodov: Zymomonas, Clostridium, Strepto-
myces, Pseudomonas, Klebsiella, Lactobacillus, Thermo-
anaerobacterium, Zymobacter a Leuconostoc.  Z  kvasi-
niek a vláknitých húb je popisovaná schopnosť produko-
vať etanol u rodov: Saccharomyces, Kluyveromyces, Rhi-
zopus, Aspergillus, Zygosaccharomyces, Candida, Monas-
cus, Zygoascus, Aureobasidium, Torulaspora, Chrysospo-
rium, Pichia a ďal�ích12. 

Z vy��ie spomenutých mikroorganizmov najlep�ie 
produkujú etanol kvasinky  Saccharomyces cerevisiae, 
ktoré sa pou�ívajú v liehovarníckom priemysle a baktérie 
Zymomonas mobilis. V tejto práci sa zaoberáme porovna-
ním fyziologických vlastností a fermentačných charakte-
ristík u oboch typov producentov.  

 
2 . 1 .  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e   

Rod Saccharomyces patrí do triedy Ascomycetes 
(Endomycetes), rozmno�uje sa vegetatívne multilaterál-
nym pučaním. Druh Saccharomyces cerevisiae má elip-
soidné aj guľovité bunky, �tatistické rozpätie dĺ�ok je 
3,7�9,7 µm a �írok 2,6�6,4 µm. Vytvára rudimentárne 
alebo stromčekovité, bohato vetvené pseudomycélium. 
Články mycélia mô�u presiahnuť aj 30 µm, ale pravé hýfy 
nevytvára13,14. 

Substrátom pre etanolovú fermentáciu sú väč�inou 
hexózy. Saccharomyces cerevisiae metabolizuje glukózu 
cez Embdenovu-Meyerhofovu-Parnasovu dráhu (EMP), 
tie� označovanú ako hexózodifosfátová dráha.  Sumárne je 
mo�né túto dráhu vyjadriť reakciou: 

Energetická bilancia etanolového kvasenia vztiahnutá 
na 1 mol glukózy je zisk 2 molov  adenozín-5�-trifosfátu.   

Za aeróbnych podmienok, keď je koncentrácia sub-
strátu v médiu ni��ia ako 5 mM, bunka odbúrava glukózu 
men�ou rýchlosťou ne� v anaeróbnych podmienkach, čo 
označujeme ako Pasteurov efekt. Je to následok základ-
ných regulačných mechanizmov, ktoré sa týkajú rôznych 

kľúčových enzýmov metabolizmu glukózy. Anaeróbne 
dehydrogenačné pochody prejdú na aeróbny proces, ktorý 
je sprevádzaný zvý�enou tvorbou biomasy za súčasného 
zní�enia spotreby substrátu. Súčasne sa zastavuje tvorba 
produktov kvasenia, lebo substrát je oxidovaný a� na CO2 
a H2O (cit.15). Tento fakt má v biotechnológii veľký výz-
nam pri produkcii kvasničnej biomasy. 

Pri koncentrácii glukózy vy��ej ako 5mM za aerób-
nych podmienok je respirácia potlačená a nastáva klasický 
fermentačný proces15. Tento fenomén sa označuje ako  
Crabtree efekt (resp. glukózový efekt, alebo kontra-Pasteur 
efekt). Predpokladá sa, �e glukóza inhibuje syntézu enzý-
mov dýchacieho reťazca a/alebo ich inaktivuje a inaktivuje 
aj transport cukru do bunky16,17. Tento efekt spôsobuje 
problémy v kontinuálnych fermentáciách pri zmene zrie-
ďovacej rýchlosti z men�ej na väč�iu. Pri men�ej zrieďo-
vacej rýchlosti je metabolizmus oxidatívny (kvasinky majú 
tendenciu skvasovať glukózu na CO2 a biomasu, bez vý-
ťa�ku etanolu) a pri vy��ích je fermentačný (etanolová 
produkcia je vy��ia, ale s ni��ím výťa�kom biomasy)18,19. 

Ako ďal�í regulačný mechanizmus sa u S. cerevisiae 
uplatňuje katabolická represia. Glukóza, alebo iniciálny 
produkt glukózového metabolizmu (resp. signály odvode-
né od nej), inhibuje syntézu rôznych dýchacích 
a glukoneogenických enzýmov20. Glukózová represia má 
u S. cerevisiae za následok dlhodobú adaptáciu na degra-
dáciu glukózy výhradne na etanol a CO2. V aeróbnej 
vsádzkovej kultúre mô�u byť bunky po utilizácii glukózy 
dereprimované a dôjde k indukcii enzýmov dýchacieho 
reťazca. Bunka prejde do druhej fázy rastu, známej pod 
názvom diauxia. Má to za následok reutilizáciu vytvorené-
ho etanolu, čím sa zní�i jeho obsah vo vyfermentovanom 
médiu.  

U S. cerevisiae sa uplatňuje aj katabolická inaktivá-
cia. Je rýchlej�ia ako katabolická represia. Zdá sa, �e na-
stáva glukózou indukovanou deaktiváciou niektorých kľú-
čových enzýmov, ako je napríklad fruktóza-1,6-bis-
fosfatáza21. Pri glukóza-senzitívnych (Crabtree-senzitív-
nych) kvasinkách, akou je aj S. cerevisiae, sa mô�e vysky-
tovať aj limitovaná oxidácia, keď bunka rastie na sachari-
dickom substráte a pyruvát je v nadbytku. V prítomnosti 
kyslíka by sme preto mohli metabolizmus označiť za respi-
račne-fermentatívny22. U S. cerevisiae je teda optimalizá-
cia respirácie dôle�itá pri produkcii biomasy, zatiaľ čo 
optimalizácia fermentácie je dôle�itá v nápojárskom 
a liehovarníckom priemysle15. 

 
2 . 2 .  Z y m o m o n a s  m o b i l i s  

Zymomonas mobilis je gramnegatívny, chemoorga-
notrofný, fakultatívne anaeróbny prokaryotický mikroor-
ganizmus. Bunky majú tvar paličiek so zaoblenými konca-
mi. Vyskytujú sa obvykle v dvojiciach, uprostred zú�e-
ných, zriedka tvoria aj krátke retiazky. Optimálna teplota 
rastu je 30 °C. Rod Zymomonas bol prvý raz izolovaný 
z alkoholických nápojov ako napríklad africké �palmové 
víno�, mexický �pulque z agáve� a taktie� ako kontami-
nant v niektorých európskych pivách. Je veľmi tolerantný 
voči polyolom, av�ak neobľubuje vy��ie koncentrácie ió-

6 12 6 3 2 2C H O 2CH CH OH+2CO→
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nov. Táto vlastnosť spôsobuje problémy pri fermentácii 
melasy23,24. 

Zymomonas mobilis metabolizuje glukózu cez glyko-
lytickú Entnerovu-Doudoroffovu (ED) cestu, ktorá je zvy-
čajne prítomná u aeróbnych mikroorganizmov25. Za účasti 
enzýmov pyruvát dekarboxylázy a alkoholdehydrogenázy 
sa sacharidy fermentujú na etanol a CO2. Sumárna reakcia 
Entnerovej � Doudoroffovej dráhy je zhodná so sumárnou 
reakciou EMP dráhy. Mikroorganizmus je v�ak �odmene-
ný� ziskom len 1 mol ATP z 1 mol glukózy. Koncentrova-
né roztoky glukózy neinhibujú enzýmy ED dráhy, preto�e 
konverzia glukózy na etanol v organizme prebieha veľmi 
rýchlo26. Extracelulárny osmotický tlak roztoku glukózy je 
vďaka uľahčenej difúzii rýchlo vyvá�ený jej príslu�nou 
intracelulárnou koncentráciou. Ka�dú minútu je toti� do 
Z. mobilis transportované mno�stvo glukózy rovné 1/3 
hmotnosti bunky27. Enzýmy ED dráhy sú navy�e vysoko 
tolerantné voči etanolu, čo bolo potvrdené aj na bezbunko-
vých extraktoch28. Vysoká etanolová tolerancia Z. mobilis 
je spájaná s obsahom mastných kyselín v plazmatickej 
membráne mikroorganizmu. Hlavnými mastnými kyseli-
nami sú myristová, palmitová a cis-vakcénová kyselina. 
V plazmatickej membráne sa nachádzajú aj hopanoidy 
(pentacyklické triterpénové lipidy), ktoré sú pravdepodob-
ne s kyselinou cis-vakcénovou zodpovedné za vysokú 
etanolovú toleranciu baktérie29. 

Rozdiel medzi Entnerovou-Doudoroffovou a Embde-
novou-Mayerhofovou-Parnasovou dráhou je v tom, �e 
glukóza-6-fosfát prechádza v ED dráhe účinkom glukózo- 
-P-dehydrogenázy na kyselinu 6-P-glukónovú, ktorá je 
dehydrovaná na kyselinu 2-keto-3-deoxy-6-P-glukónovú. 
Tá je účinkom aldolázy �tiepená na glyceraldehyd-3-fosfát 
a kyselinu pyrohroznovú. Obe zlúčeniny sú následne pre-
menené na etanol a CO2. Pri tvorbe etanolu z pyruvátu sú 
kľúčové enzýmy pyruvátdekarboxyláza a alkohol-
dehydrogenáza (cit.30). 

Rovnakým spôsobom ako glukózu Zymomonas mobi-
lis degraduje aj fruktózu. Okrem týchto dvoch hexóz, ako 
zdroj uhlíka mô�e utilizovať aj disacharid sacharózu. 
Rýchlosť hydrolýzy, ako aj transfruktozylácie je vy��ia 
ako samotný transport do mikroorganizmu. U Z. mobilis sú 
tri rôzne typy sacharolytických enzýmov: endocelulárna 
sacharáza, exocelulárna sacharáza a exocelulárna levansa-
charáza. Tieto enzýmy sú β-D-fruktofuranozyl-transferázy 
a preto sú schopné hydrolyzovať sacharózu31. 

NADH- a NADPH-oxidázy, ktoré katalyzujú oxidá-
ciu NAD(P)H, sú prítomné v bunkovej membráne. Prenos 
elektrónov v dýchacom reťazci v�ak nie je spojený 
s oxidatívnou fosforyláciou. V prítomnosti kyslíka je akti-
vita NADH-oxidázy zvý�ená, čo sa prejaví poklesom 
NADH v bunke a následnou limitáciou redukcie acetalde-
hydu na etanol pomocou alkoholdehydrogenázy (cit.32). 

Z hľadiska fyziológie a metabolizmu sú pre produk-
ciu etanolu výhodnej�ie Zymomonas mobilis. Rastú toti� 
oveľa rýchlej�ie ako kvasinky, majú ni��iu produkciu bio-
masy, sú veľmi etanoltolerantné a osmotolerantné, majú 
vy��iu �pecifickú rýchlosť prijímania substrátu, vy��iu 
�pecifickú produkčnú rýchlosť a majú men�iu produkciu 

vedľaj�ích metabolitov23,27,29. 
 

2 . 3 .  G e n e t i c k y  m o d i f i k o v a n é  
m i k r o o r g a n i z m y  

Lignocelulózový materiál je najväč�í zdroj obnoviteľ-
nej energie na zemi a produkcia palivového etanolu z neho 
sa stáva cieľom viacerých vedeckých i komerčných sku-
pín.  Navy�e na produkciu etanolu by sa dali pou�iť aj 
odpadové materiály zo spracovania dreva, rôzne poľno-
hospodárske odpady (obilky, steblá), odpadový papier atď. 
Úprava lignocelulózového materiálu na fermentáciu sa 
skladá z troch častí- odstránenie nespracovateľného ligní-
nu, depolymerizácia celulózy a hemicelulózy, a samotná 
fermentácia. Problematickým zostáva spracovanie zlo�iek 
hemicelulózy po hydrolýze,  hlavne pentóz (xylóza a ara-
binóza). Pre produkciu palivového etanolu z ligno-
celulózových materiálov je teda vhodný mikroorganizmus, 
ktorý doká�e utilizovať okrem hexóz aj pentózy, má vyso-
kú produktivitu etanolu, vysokú etanolovú toleranciu 
a vysokú toleranciu voči inhibítorom, ktoré sú prítomné 
v hydrolyzátoch. Preto je snahou  pomocou génových ma-
nipulácií kon�truovať mikrobiálnych producentov, ktorí 
tieto po�iadavky spĺňajú33,34.  

Jedným zo spôsobov je do klasických producentov 
etanolu ako je Z. mobilis a S. cerevisiae vniesť gény, ktoré 
kódujú schopnosť konvertovať pentózy na metabolity prí-
tomné v ED resp. EMP dráhe. Technikami rekombinant-
ných DNA boli do Z. mobilis aj S. cerevisiae vnesené gé-
ny, ktoré dali mikroorganizmom schopnosť utilizovať 
xylózu a arabinózu, a konvertovať ich na etanol s 86�98%  
teoretickým výťa�kom35,36. 

Iným prístupom je do heterofermentatívnych mikroor-
ganizmov, ktoré sú prirodzene schopné utilizovať �iroké 
spektrum sacharidov, vniesť gény, ktoré upravia metabo-
lizmus na selektívnu produkciu etanolu. To sa podarilo po 
vnesení génov pyruvát dekarboxylázy a alkohol dehydro-
genázy do Escherichia coli a Klebsiella oxytoca. Fermen-
tačné charakteristiky geneticky upravených mikroorganiz-
mov sú zhrnuté v tab. I. Nevýhodou týchto mikrorganiz-
mov v�ak je, �e pH optimum fermentácie pre E. coli je 
v rozmedzí 6,0 a� 8,0 a maximálna etanolová tolerancia 
K. oxytoca je iba 37 g.dm�3 (cit.37,38).  

Keď�e v Európskej Únii je pou�ívanie geneticky mo-
difikovaných mikroorganizmov značne obmedzené, i keď 
výskum v tejto oblasti v poslednom období urobil značné 
pokroky, podrobnej�ie sa touto témou v práci nezaoberá-
me. 

 
 

3. Fermentácie 
 

3 . 1 .  V s á d z k o v é  f e r m e n t á c i e  
Vsádzková kultúra je uzatvorený systém kultúry, 

ktorý obsahuje začiatočné, limitujúce mno�stvo �ivín. 
Vsádzková fermentácia mô�e byť pou�itá na produkciu 
biomasy, primárnych i sekundárnych metabolitov. Pre 
produkciu primárnych metabolitov musia byť navodené 
podmienky, ktoré predl�ujú exponenciálnu fázu rastu spre-
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vádzanú exkréciou produktu39. 
Medzi jeden z dôle�itých parametrov fermentácie 

patrí teplota kultivácie. Pri vy��ej teplote v počiatkoch 
fermentácie so S. cerevisiae dochádza k rýchlej�iemu na-
rastaniu biomasy, spojenú s rýchlej�ou produkciou etano-
lu, av�ak v neskor�ích častiach fermentácie je rast biomasy 
inhibovaný naakumulovaným mno�stvom etanolu. Na 
rozdiel od kvasiniek,  Z. mobilis je k vysokým koncentrá-
ciám etanolu oveľa viac tolerantnej�ia a tento fenomén sa 
u nej nevyskytuje40. Pri ni��ích teplotách je teda 
u S. cerevisiae vy��ia koncentrácia etanolu dosahovaná a� 
po značne predĺ�enom čase fermentácie, ako je to aj pri 
príprave �saké� (kultivačná teplota 10�15 °C) (cit.41). Ma-
ximálna �pecifická rýchlosť tvorby etanolu je pre kvasinky 
najvy��ia v teplotnom rozpätí 32�36 °C (cit.42). Sú v�ak 
známe aj termotolerantné kmene S. cerevisiae s optimál-
nou teplotou produkcie v rozmedzí 35�38 °C (cit.43) 
(V�etky porovnávané experimenty so S. cerevisiae aj 
Z. mobilis uvedené v článku prebiehali pri teplote 30�32 °C. 

Tento údaj opakovane neuvádzame.). Výhodou pri pou�ití 
kvasiniek je, �e fermentácia mô�e prebiehať pri pH v roz-
medzí 3 a� 6. Fermentácia pri ni��om pH toti� výrazne 
eliminuje rast kontaminujúcej mikroflóry44. U Z. mobilis je 
pri pH 3,5 fermentácia prakticky zastavená23. 

Klasické fermentačné postupy sú v posledných ro-
koch značne inovované. Medzi jednu z modernizovaných 
technológií pou�ívaných vo vsádzkových procesoch patrí 
aj fermentácia s recyklom buniek, označovaná aj ako Mel-
leova-Boinotova metóda. V Brazílii sa a� 70 % vyprodu-
kovaného mno�stva etanolu získava práve týmto spôso-
bom. Po fermentácii dochádza k separácii kvasiniek, jej 
premytiu v roztoku kyseliny sírovej a následnému pou�itiu 
v ďal�ej fermentácii. Celý proces je skrátený na 6�10 h 
pri koncentrácii buniek 8�17 % v/v, s výťa�kom etanolu 
90�92 %, pričom bunky vydr�ia nepretr�itú prevádzku 
200 dní (cit.45). 

Pri optimálnych podmienkach fermentácie so 
Z. mobilis (pH 5, t = 30 °C) sa glukóza na 95�98 % kon-

Tabuľka I  
Porovnanie parametrov jednotlivých typov fermentácií 

Typ fermen-
tácie 

MOa Substrát 
[g.dm�3] 

Produktivita 
[g.dm�3.h�1] 

Výťa�ok 
[%] 

Podmien-
ky 

Poznámky Lit. 

Z. mobilis G 5,1 94�98     47,64 
S. cerevisiae G 2,4 88�92     47,64 
E. coli 
(GMO) 

A:X:G = 
15:30:30 

0,92 90 t = 30 °C,  
pH 6�8 

  37 

K. oxytoca 
(GMO) 

A:X:G = 
20:40:20 

0,35 84 t = 35 °C Max. tolerancia K.oxytoca 
voči etanolu len  
37 g.dm�3. 

38 

Prítokovaná 
fermentácia 

S. cerevisiae   9,5     Proces trval 45 h 48 

Kontinuálne  
fermentácie 

Z. mobilis G = 135 11,05   t = 30 °C Zrieďovacia rýchlosť 0,2 h�1 54 

 S. cerevisiae G = 135 5,68   t = 30 °C Zrieďovacia rýchlosť 0,2 h�1 54 

SSF Z. mobilis Palmový �krob  
10�20 % 

3,57 93�97   Ko-imobilizácia s amyloglu-
kozidázou do karagénanu 

23 

Kofermentá-
cia 

Z. mobilis,  
K. fragilis 

L = 200�250 0,92     Kofermentáciou sa zvý�ila 
produktivita 

55 

Extraktívna 
 fermentácia 

Z. mobilis G   90   Extraktívna fáza : polyetylén-
glykol (6 %hm.), dextrán 
(2 %) 9:1; 90 % etanolu sa 
nachádzalo v rozpú�ťadle 

57 

Imobilizova-
né  
systémy  

Z. mobilis G = 136 25,5   t = 30 °C Nosič Ca-alginát, zrieďova-
cia rýchlosť 0,5 h�1 

54 

S. cerevisiae G = 136 14,5   t = 30 °C Nosič Ca-alginát, zrieďova-
cia rýchlosť 0,5 h�1 

54 

Vsádzková 
 fermentácia  

a Pou�itý mikroorganizmus; GMO � geneticky modifikovaný mikroorganizmus; A � arabinóza; X � xylóza; G � glukóza;  
L � laktóza; 
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vertuje na etanol a len zvy�ných 2�5 % na biomasu46. Ďal-
�ou výhodou baktérie je, �e produkuje 5× menej vedľaj-
�ích produktov v porovnaní so S. cerevisiae23. 

Porovnanie parametrov fermentácií prehľadne uvá-
dzame v tab. I. 

 
3 . 2 .  P r í t o k o v a n é  a  s e m i k o n t i n u -  

á l n e  f e r m e n t á c i e  
Fed-batch (prítokovaná) fermentácia súvisí s dávko-

vacou stratégiou. Jej cieľom je kontrolovať koncentráciu 
�ivín a predl�ovať produktívnu fázu vsádzkového procesu. 

Fed-batch proces u S. cerevisiae prebieha v dvoch 
fázach. V prvej dochádza k rastu aj produkcii etanolu, 
v druhej je rast zastavený, av�ak bunky etanol produkujú 
ďalej48. �pecifická rastová aj produkčná rýchlosť sa so 
zvy�ujúcou koncentráciou etanolu zmen�uje. Viabilita 
buniek je závislá od koncentrácie etanolu, ako aj mno�stva 
�ivín v médiu. Kritická koncentrácia etanolu je v rozmedzí 
90�110 g.dm�3. Po dosiahnutí tejto koncentrácie dochádza 
k rýchlej strate viability buniek. Pomocou tohto typu fer-
mentácie bola u kvasiniek dosiahnutá maximálna produkti-
vita zariadenia 9,5 g.dm�3.h�1, pričom proces trval 
45 hodín48. 

Na semikontinuálne fermentácie so Z. mobilis sa pou-
�ívajú hlavne flokulujúce kmene, ktoré majú schopnosť 
vytvárať zhluky minimálne 100 buniek. Výhodou takéhoto 
mikroorganizmu je, �e zhluky buniek pri fermentácii kle-
sajú na dno nádoby a 2/3 média mô�e byť z vrchnej časti 
fermentora odsaté bez straty biomasy. Mikroorganizmy sa 
získavajú mutačným �ľachtením, pričom pri selekcii vhod-
ného mikroorganizmu rozhoduje rýchlosť sedimentácie 
buniek. Pri tomto type zariadenia bola dosiahnutá objemo-
vá produktivita 50 g.dm�3.h�1 a koncentrácia etanolu 
80 g.dm�3 (cit.49). 

Semikontinuálne fermentácie sa pou�ívajú aj na testo-
vanie stability rekombinantných kmeňov počas fermentá-
cie. Kmeň Z. mobilis, do ktorého boli technikami rekombi-
nantných DNA vnesené gény α-amylázy a glukoamylázy, 
vykazoval konverziu 0,46 g etanolu/g �krobu a objemovú 
produktivitu 0,204 g.dm�3.h�1 (cit.50).  

 
3 . 3 .  K o n t i n u á l n e  f e r m e n t á c i e  

Exponenciálny rast vsádzkovej kultúry mô�e byť 
predĺ�ený prídavkom čerstvého média do nádoby. Ak je 
čerstvé médium kontinuálne pridávané k takejto kultúre 
vhodnou rýchlosťou a vyfermentované kontinuálne odobe-
rané, po čase je dosiahnutý ustálený stav, kedy tvorba no-
vej biomasy kultúrou je rovná strate buniek z nádoby. Pre 
proces, pri ktorom dochádza k produkcii primárnych meta-
bolitov, je volená zrieďovacia rýchlosť, ktorá udr�iava 
kultúru v maximálnej produkčnej fáze39. V porovnaní so 
vsádzkovými fermentáciami majú kontinuálne viaceré 
výhody: zní�enie vstupných nákladov vďaka zvý�enej 
objemovej efektivite procesu, jednoduchosť kontrolovania 
procesu v ustálenom stave, zvý�ená výťa�nosť procesu, 
kon�tantné zlo�enie produktov, zvý�ená odolnosť voči 
kontaminácii vďaka vysokej koncentrácii etanolu 
v médiu51. 

Medzi kontinuálne fermentácie zaraďujeme aj fer-
mentáciu pod označením Biostil®. Vlastníkom licencie na 
toto zariadenie je �védska spoločnosť Chematur. Jedná sa 
o jednostupňovú fermentáciu s krátkou dobou zádr�e 
(10 h). Vyfermentované médium je pomocou centrifugácie 
rozdelené na dve časti � prúd s vysokou koncentráciou 
kvasiniek, ktoré sú vracané späť do fermentora a prúd, 
ktorý je určený na destiláciu. Navy�e dochádza k recyklu 
výpalkov, ktoré slú�ia ako zrieďovacia tekutina na udr�ia-
vanie optimálnej koncentrácie cukrov a etanolu v zápare 
počas fermentácie. Nedochádza tak k inhibícii metaboliz-
mu kvasiniek etanolom52. 

Problémy počas kontinuálnej fermentácie kvasiniek 
pri prístupe kyslíka a pri zmene zrieďovacej rýchlosti 
z men�ej na väč�iu, mô�e spôsobiť Crabtree efekt. Pri 
men�ej zrieďovacej rýchlosti (0,08 h�1) je metabolizmus 
oxidatívny a pri vy��ích zrieďovacích rýchlostiach (0,2 h�1) 
je fermentačný18. Pri ni��ích zrieďovacích rýchlostiach 
majú preto kvasinky tendenciu predýchať glukózu na CO2 
a biomasu, bez výťa�ku etanolu. Naopak pri vy��ích zrie-
ďovacích rýchlostiach dochádza k vy��ej produkcii etano-
lu, ale ni��ím výťa�kom biomasy19. Pri stredných zrieďo-
vacích rýchlostiach (0,08�0,20 h�1) kvasinky �prepínajú� 
medzi oxidatívnym a fermentačným mechanizmom 
v závislosti na prístupe rozpusteného kyslíka. Tento feno-
mén je veľmi komplexný a zahŕňa mno�stvo regulačných 
mechanizmov enzýmovej inhibície a represie viacerých 
metabolických dráh, v práci sa mu preto detailne nevenuje-
me.  

Na kontinuálnu produkciu etanolu boli pou�ité aj 
vysokoflokulentné kmene kvasiniek. Pri takomto type 
mikroorganizmu nedochádza k nadmernému vymývaniu 
biomasy zo zariadenia ako pri bunkách normálnych. Výťa-
�ok etanolu bol 83 % v porovnaní s teoretickým výťa�-
kom, koncentrácia etanolu 75 g.dm�3 a produktivita 
50 g.dm�3.h�1 (cit.53).  

Nowak (cit.54) uskutočnil niekoľko experimentov 
v rovnakom re�ime fermentácie, s rovnakými koncentrá-
ciami substrátu, pre Z. mobilis aj S. cerevisiae pou�íva-
ných v liehovarníctve (tab. I). Získané výsledky takisto 
svedčia o lep�ej produktivite Z. mobilis v porovnaní so 
S. cerevisiae. Zaujímavé takisto je, �e na produkciu rovna-
kého mno�stva etanolu je pri ni��ích koncentráciách sub-
strátu potrebná 2×, pri vy��ích 3�4× men�ia koncentrácia 
bakteriálnej biomasy ako biomasy kvasničnej54. 

 
3 . 4 .  S i m u l t á n n a  s a c h a r i f i k á c i a  

a  f e r m e n t á c i a  ( S S F ) ,   
k o f e r m e n t á c i a  

V procese simultánnej sacharifikácie a fermentácie sa 
okrem mikroorganizmu produkujúceho etanol pou�ije aj 
mikroorganizmus, alebo enzým schopný konvertovať po-
lymérne sacharidy na utilizovateľný substrát. Produkty 
sacharifikácie sú simultánne utilizované S. cerevisiae, 
alebo Z. mobilis a premieňané na etanol. Uplatňuje sa tu aj 
ko-imobilizácia etanolového producenta a hlavne amyloly-
tických enzýmov (tab. I).  

Kofermenácia je typ fermentácie, kde sa v procese 
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vyu�íva zmes mikroorganizmov. Takýto typ fermentácie 
bol napríklad vyu�itý na fermentáciu laktózového média 
so Zymomonas mobilis a Kluyveromyces fragilis. Pri pou-
�ití zmesnej kultúry Z. mobilis a S. cerevisiae sa sledovalo 
zvý�enie �pecifickej etanolovej produktivity a objemovej 
produktivity zariadenia (cit.23) (tab I). 

 
3 . 5 .  E x t r a k t í v n a  a  v á k u o v á   

f e r m e n t á c i a  
Pri extraktívnej fermentácii sa etanol vhodným roz-

pú�ťadlom postupne extrahuje z fermentačného média. 
Rozpú�ťadlo nesmie byť mie�ateľné s vodou, toxické voči 
mikroorganizmu a musí mať vysokú afinitu k etanolu. 
Výhodou je zní�enie nákladov na získavanie produktu 
z fermentačného média v porovnaní s klasickou fermentá-
ciou, je v podstate odstránená inhibícia koncovým produk-
tom, av�ak výber vhodného, pre organizmy netoxického 
rozpú�ťadla je problematický56. 

Pri vákuovom type fermentácie dochádza k odstrá-
neniu etanolu z fermentačného média pôsobením vákua 
a to buď kontinuálne, alebo v cykloch. Ako aj v predchád-
zajúcom type procesu, udr�iavaním nízkej hladiny etanolu 
v médiu nedochádza k inhibícii fermentačnej aktivity ani 
k strate viability buniek, ktoré si zachovávajú vysokú me-
tabolickú aktivitu. Pri kvasinkách v�ak mô�eme sledovať 
ni��í nárast biomasy. Predpokladá sa, �e by to mohlo byť 
spôsobené vy��ími nárokmi buniek na udr�anie fyziologic-
kého stavu, ako aj nedostatkom kyslíka v médiu, vzhľa-
dom na jeho ni��iu rozpustnosť vo vákuu. Nevýhodou 
vákuovej fermentácie je, �e v priebehu fermentácie sa mô-
�u hromadiť neprchavé inhibítory, ktoré zni�ujú výslednú 
produktivitu56. Kombináciou vákuovej fermentácie (tlak 
7,3 kPa) a recyklácie kvasiniek (zabezpečované centrifu-
gáciou) sa pri produkcii etanolu z melasy dosiahla produk-
tivita 82 g.dm�3.h�1, čo predstavuje 12 násobné zvý�enie 
v porovnaní s kontinuálnym systémom pri atmosferickom 
tlaku58. 

 
3 . 6 .  F e r m e n t á c i a  p o m o c o u  i m o b i -

l i z o v a n ý c h  m i k r o o r g a n i z m o v  
Fermentačné technológie v posledných rokoch zazna-

menali obrovský rozvoj a modernizáciu. Tento trend mo�-
no sledovať aj pri výrobe etanolu. Jedným z inovačných 
trendov pou�ívaných v tomto procese je aj pou�ívanie 
imobilizovaných mikroorganizmov. 

 Imobilizáciu mo�no definovať ako techniku, ktorá 
zadr�uje katabolicky aktívne  bunky v reaktore a zabraňuje 
tak ich pohybu v mobilnej fáze, ktorá nesie substrát 
a produkt. 

Jednou z hlavných výhod tejto technológie je mo�-
nosť pou�itia opakovaných vsádzkových konverzií 
resp. kontinuálneho re�imu pri zachovaní vysokej koncen-
trácie biomasy v systéme. Nevýhodou tejto techniky mô�e 
byť problém s difúziou medzi mikroorganizmom imobili-
zovaným v matrici a okolitým prostredím. Imobilizácia 
kvasiniek alebo baktérií pre produkciu etanolu sa uskutoč-

ňuje predov�etkým dvoma metódami: adsorpciou 
a entrapmentom.  

Adsorpcia je najjednoduch�ia technika imobilizácie 
veľkého mno�stva buniek59. Je zvyčajne uskutočňovaná na 
aktívnom povrchu pórovitého materiálu, akými sú napr. 
pórovité sklo, drevené uhlie alebo drevené hobliny. Táto 
technika je pomerne jednoduchá. Bunková suspenzia sa 
nechá v kontakte s nosičom a adhéznymi silami dôjde 
k naviazaniu buniek na matricu nosiča. Tomuto kroku 
niekedy predchádza �o�etrenie� buniek pomocou Al3+, čím 
sa neutralizuje náboj na povrchu buniek58. Z dôkladných 
�túdií o adsorpcii, v ktorých sa testovalo veľkého mno�-
stva nosičov, sa dospelo k záveru, �e drevené hobliny za-
chytávajú 6�120x viac buniek ako ostatné nosiče58. Nevý-
hodou tejto techniky je, �e mô�e dôjsť k desorbcii mikro-
organizmu zmenou iónovej sily alebo pH. Uvedená techni-
ka preto nemá v praxi uplatnenie. 

Druhou imobilizačnou technikou, oveľa obľúbenej�ou 
ako adsorpcia, je entrapment. Táto technika spočíva 
v uzatvorení buniek do kapsúl prírodných alebo syntetic-
kých gélov. Bunky musia byť väč�ie ako póry nosičov, 
aby nedo�lo k ich vymývaniu, ale aby bola zaistená voľná 
difúzia substrátu a produktov. Medzi najviac vyu�íva-
né gély patria: agaróza, agar, polyakrylamidový gél, 
к-karagénan, alginát, polyvinylalkohol, atď.56,58,60. Princíp 
entrapmentu spočíva v zmie�aní bunkovej suspenzie 
s tekutou formou gélu. Zmes sa potom kvapká do vytvr-
dzovacieho roztoku a tvoria sa kapsule guľovitého tvaru58. 
Počas fermentácie sa vznikajúci etanol a CO2 mô�u hro-
madiť v géli, čím mô�e dôjsť k mechanickému po�kodeniu 
matrice zvy�ujúcim sa tlakom vo vnútri nosiča. Navy�e pri 
guľovitom tvare imobilizátu sa zistilo, �e produkčný mik-
roorganizmus rastie len tesne pod povrchom imobilizátu 
a nie v jeho celom objeme61. Z tohto dôvodu je veľmi 
dôle�itá veľkosť a tvar kapsule. Ako veľmi výhodné rie�e-
nie tohoto problému sa zdá byť pou�itie tzv. LentiKats®. 
Jedná sa o polyvinylalkoholové imobilizáty �o�ovkového 
tvaru, ktoré sú 3�4 mm dlhé a sú 200�400µm hrubé. Mik-
roorganizmus rastie v celom objeme imobilizátu 
a nedochádza k difúznym problémom medzi ním 
a okolitým médiom62,63. Najviac pou�ívanými gélmi pri 
imobilizačných �túdiách sú prírodné polyméry algináty 
a karagénany, pri ktorých imobilizačná procedúra je jedno-
duchá a �etrná. Hlavným problémom pri alginátových 
géloch je mechanická krehkosť a chemická nestabilita 
v prítomnosti vysokej koncentrácie fosfátov a kvasničného 
extraktu, ktoré sú neoddeliteľnými zlo�kami média pri 
raste mikroorganizmov. Navy�e sú citlivé na chelatujúce 
činidlá, relatívne nepriepustné pre väč�ie molekuly a málo 
odolné voči tlaku vznikajúceho tvorbou CO2 počas fer-
mentácie. Z porovnania s inými typmi fermentácií, imobi-
lizované systémy majú vysoké produktivity a vďaka svo-
jim výhodám sú dobre vyu�iteľné v produkcii etanolu na 
laboratórnej úrovni, aj v priemyselnom meradle (tab. I). 
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4. Záver 
 
S vyčerpávaním svetových zásob fosílnych palív sa 

v posledných rokoch zvy�uje záujem o alternatívne zdroje 
energie, medzi ktoré nepochybne patrí aj etanol. 
V priemyselnom meradle sa na produkciu etanolu pou�íva 
Saccharomyces cerevisiae. Z hľadiska fyziológie, metabo-
lizmu, aj fermentačných vlastností mikroorganizmu je pre 
produkciu palivového etanolu výhodnej�ie pou�ívanie 
Zymomonas mobilis. Baktérie rastú oveľa rýchlej�ie ako 
kvasinky, majú ni��iu produkciu biomasy, vy��iu �pecific-
kú rýchlosť prijímania substrátu a tvorby produktu, nepo-
trebujú kontrolovaný prívod kyslíka, produkujú menej 
vedľaj�ích metabolitov, sú veľmi etanoltolerantné 
a osmotolerantné. U jednotlivých typov porovnávaných 
fermentácií navy�e vykazujú takmer dvojnásobnú produk-
tivitu v zhodných fermentačných podmienkach. Výskum 
v liehovarníctve je v poslednom období zameraný na mo-
dernizáciu klasických fermentácií, ako aj zavádzanie no-
vých technologických postupov s cieľom zefektívniť celú 
výrobu. Ako veľmi vhodná metóda zvy�ujúca výťa�ky 
procesu je imobilizácia produkčného mikroorganizmu 
enkapsuláciou do vhodného nosiča. Jej hlavnou výhodou 
je, �e nedochádza k  vymývaniu koncentrovanej biomasy z 
reaktora. Ďal�ími rie�eniami procesu sú kofermentácia, 
simultánna sacharifikácia a fermentácia, ktoré kombinujú 
vlastnosti viacerých biologických systémov. Zavádzanie 
nových technologických postupov, ako je extraktívna fer-
mentácia a vákuová fermentácia, sa takisto javí byť per-
spektívne. 

 
Práca bola uskutočnená s prispením grandov VEGA 

1/2391/05 a 1/2390/05 a spoločnosti MEGA a.s.(ČR).  
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