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1. Uvod

Etanol je pravdepodobne jeden z najstarSich
a najoblibenejSich mikrobialnych produktov. Podl'a spo-
sobu vyroby by sme ho mohli rozdelit' na dve skupiny:
synteticky  etanol aetanol pripraveny biologicky.
V celosvetovom meradle sa 93 % etanolu ziskava
fermentacne', pricom v roku 1998 dosiahla svetovéa pro-
dukcia etanolu 31,2 miliona m®. Je zaujimavé, Ze priblizne
2/3 tejto produkcie sa vyuzilo ako palivovy etanol.
V Eurdpskej Unii ztoho bolo vyprodukovanych ,len
2 miliény m®, z ktorych viak len 5 % bol palivovy etanol.

Zvysené vyuzitie biopaliv v doprave je jednym z na-
strojov, ktorymi Eurdpske spolocenstvo chce zniZit' svoju
zavislost’ na trhu s pohonnymi hmotami a zaroven znizit
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zdroje emisii oxidu uhli¢itého®. Vyuzitim etanolu na pali-
vové Ucely sa zaobera aj Vlada Ceskej Republiky, ktora
svojim uznesenim zo 6. augusta 2003 schvalila ,,Program
pre podporu vyroby bioetanolu pre jeho primiesavanie do
automobilovych benzinov a motorovej nafty“3 .

Pouzivanie etanolu na palivové ucely malo pociatok
na konci 19. storocia. V roku 1880 Henry Ford navrhol
auto pod oznaCenim Ts, ktorého motor pracoval na tzv.
,farmovy etanol“, ktory bol ziskany fermentaciou kukuri-
ce. Zaciatkom dvadsiateho storo€ia vSak na trh prisli fosil-
ne paliva, ktoré sa vd’aka nizkej cene vel'mi rychlo usadili
na trhu. AZ ropna kriza v roku 1970 zna¢ne zmenila ceny
benzinu a nafty. Vycerpavanie zasob fosilnych paliv vzbu-
dzuje takisto velké obavy. American Institute of Petrole-
um odhadol, ze zasoby ropy budi vycerpané niekedy
v 21. storo¢i s vyraznym negativnym dopadom samotnej
tazby uhlia a ropy na Zivotné prostredie®. Tieto skuto&nos-
ti, spolocne so strategicko-politickym pozadim problemati-
ky energetickej nezavislosti Statov, sposobili intenzivny
zaujem o alternativne zdroje energie, medzi ktoré nepo-
chybne patri aj etanol. Dali podnet na vznik napr.
,National Alcohol Program® v Brazilii a ,,Gasohol Prog-
ram*“ v USA’.

PouZivanie etanolu ako paliva ma v porovnani
s benzinom niekol’ko odlisnosti i nespornych vyhod:
Etanol m4 vysSie oktanové ¢islo, ¢o umoziuje spalova-
nie pri vyssich tlakoch a tym o 15 % lepsi celkovy vy-
kon v porovnani s benzinom®. Navyse tlak vyparovania
a vyparovacie teplo etanolu je vysSie ako benzinu, ¢o
m4é za nasledok zvySenie vystupnej energie pri pouZiti
etanolu’.

Pri pouZivani etanolu dochddza k zmenSeniu obsahu
CO a nespalenych uhl'ovodikov — hlavnych zloziek
smogu v emisidch. Dochéadza aj k redukcii vznikaju-
ceho CO;, (hlavny plyn sklenikového efektu) az
0 60-90 %. CO; uvolneny pri spalovani etanolu vzni-
ka z obnovite'nych surovin. Je recyklovany v procese
fotosyntézy rastlin a na rozdiel od CO, vzniknutého
spalovanim fosilnych paliv, nezvySuje podiel CO,
v atmosfére®. Mnozstvo NO, a fotochemickych polutan-
tov vo vyfukovych plynoch je takisto mensie v porov-
nani s obsahom v spalinach benzinu®’.

Dalsou vyhodou tohoto paliva je, Ze ide o obnovitelny
zdroj energie, ziskany z pol'nohospodarskych plodin
pestovanych na tizemi krajiny vyroby. Na jednej strane
teda podporuje regiondlny rozvoj krajiny a na strane
druhej znizuje zavislost' krajiny na dovoze ropy zo
zahranicia’.

Co sa tyka ceny etanolu ako paliva, mézeme sledovat’
trvaly pokles voci benzinu. V maji 2000 bola cena za 1 1
benzinu v USA 0,337 §$ a paliva etanol E85 (zmes 85 %
etanol a 15 % benzin) 0,32 $ za 1 liter. V oktobri 2002 to
bolo 0,32 $/1 benzinu a 0,296 $/1 E85 (cit.”).
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Pouzivanie etanolu ako paliva ma vsak aj svoje nevy-
hody. Nevyhodou pri spalovani etanolu je vznik aldehy-
dov, hlavne acetaldehydu. Jeho obsah v emisiach je 2 az
4% vys§i ako pri spalovani benzinu'®. Kvéli obsahu kysli-
ka v etanole ma 1 1 Cistého etanolu priblizne o 1/3 mensiu
energiu ako benzin'' a objemova spotreba etanolu moto-
rom je o 10 % vyssia ako spotreba benzinu’.

Do roku 2003 bolo v USA predanych 2 miliéony FFV
automobilov (flexible fuel vehicles), ktoré ako palivo pou-
ivaju E85 (cit.”). Aj tento fakt sved&i o nezastavitelnom
trende v pouzivani etanolu na palivové ucely.

2. Mikrobialni producenti etanolu

Schopnost’ produkovat’ zvysené mnozstva etanolu zo
sacharidickych substratov je popisovana u Sirokej palety
mikroorganizmov, predovsetkym baktérii a kvasiniek.
Z bakterialnych producentov zbierka ATCC uvadza mik-
roorganizmy z rodov: Zymomonas, Clostridium, Strepto-
myces, Pseudomonas, Klebsiella, Lactobacillus, Thermo-
anaerobacterium, Zymobacter a Leuconostoc. Z kvasi-
niek a vlaknitych hib je popisovand schopnost’ produko-
vat’ etanol u rodov: Saccharomyces, Kluyveromyces, Rhi-
zopus, Aspergillus, Zygosaccharomyces, Candida, Monas-
cus, Zygoascus, Aureobasidium, Torulaspora, Chrysospo-
rium, Pichia a dalich'?.

Z vyssie spomenutych mikroorganizmov najlepSie
produkuju etanol kvasinky Saccharomyces cerevisiae,
ktoré sa pouzivaju v lichovarnickom priemysle a baktérie
Zymomonas mobilis. V tejto praci sa zaoberame porovna-
nim fyziologickych vlastnosti a fermentacnych charakte-
ristik u oboch typov producentov.

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Rod Saccharomyces patri do triedy Ascomycetes
(Endomycetes), rozmnozuje sa vegetativne multilateral-
nym pucanim. Druh Saccharomyces cerevisiae ma elip-
soidné aj gulovité bunky, Statistické rozpitie dizok je
3,7-9,7 pm aS§irok 2,6-6,4 um. Vytvara rudimentarne
alebo stromcekovité, bohato vetvené pseudomycélium.
Clanky mycélia mozu presiahnut’ aj 30 um, ale pravé hyfy
nevytvéra”’”.

Substratom pre etanolovlil fermentaciu su vacsinou
hexo6zy. Saccharomyces cerevisiae metabolizuje glukdzu
cez Embdenovu-Meyerhofovu-Parnasovu dréahu (EMP),
tiez oznaCovanu ako hexozodifosfatova draha. Sumarne je
mozné tito drahu vyjadrit’ reakciou:

C,H,,0, - 2CH,CH,0H+2CO,

Energeticka bilancia etanolového kvasenia vztiahnuta
na 1 mol glukozy je zisk 2 molov adenozin-5’-trifosfatu.

Za aeroébnych podmienok, ked’ je koncentracia sub-
stratu v médiu niz§ia ako 5 mM, bunka odburava glukozu
mensSou rychlostou nez v anaerébnych podmienkach, co
oznacujeme ako Pasteurov efekt. Je to nasledok zaklad-
nych regulacnych mechanizmov, ktoré sa tykaji r6znych

403

Referaty

klaiCovych enzymov metabolizmu glukozy. Anaerdbne
dehydrogenacné pochody prejdu na aerdbny proces, ktory
je sprevadzany zvysSenou tvorbou biomasy za sti¢asného
zniZenia spotreby substratu. Sucasne sa zastavuje tvorba
produktov kvasenia, lebo substrat je oxidovany az na CO,
a H,O (cit."”). Tento fakt ma v biotechnologii velky vyz-
nam pri produkcii kvasni¢nej biomasy.

Pri koncentracii glukézy vysSej ako SmM za aerdb-
nych podmienok je respiracia potlacena a nastava klasicky
fermentaény proces'”. Tento fenomén sa oznaluje ako
Crabtree efekt (resp. glukdzovy efekt, alebo kontra-Pasteur
efekt). Predpoklada sa, Ze glukoéza inhibuje syntézu enzy-
mov dychacieho retazca a/alebo ich inaktivuje a inaktivuje
aj transport cukru do bunky'®'". Tento efekt sposobuje
problémy v kontinualnych fermentaciach pri zmene zrie-
d’ovacej rychlosti z mensej na vacsiu. Pri mensej zried’o-
vacej rychlosti je metabolizmus oxidativny (kvasinky maja
tendenciu skvasovat’ glukézu na CO, a biomasu, bez vy-
tazku etanolu) a pri vysSich je fermentacny (etanolova
produkcia je vysia, ale s niz§im vytazkom biomasy)'®'?.

Ako d’alsi regulacny mechanizmus sa u S. cerevisiae
uplatiiuje katabolicka represia. Glukdza, alebo inicialny
produkt gluk6zového metabolizmu (resp. signaly odvode-
né od nej), inhibuje syntézu rdznych dychacich
a glukoneogenickych enzymov®. Glukézova represia ma
u S. cerevisiae za nasledok dlhodobu adaptaciu na degra-
daciu glukézy vyhradne na etanol a CO,. V aerdbnej
vsadzkovej kultire moézu byt bunky po utilizacii glukozy
dereprimované a ddjde k indukcii enzymov dychacicho
retazca. Bunka prejde do druhej fazy rastu, znamej pod
nazvom diauxia. M4 to za nasledok reutilizaciu vytvorené-
ho etanolu, ¢im sa znizi jeho obsah vo vyfermentovanom
médiu.

U S. cerevisiae sa uplatiiuje aj katabolicka inaktiva-
cia. Je rychlejsia ako katabolicka represia. Zda sa, Ze na-
stava glukdzou indukovanou deaktivaciou niektorych kI'a-
C¢ovych enzymov, ako je napriklad fruktoza-1,6-bis-
fosfatiza®'. Pri glukéza-senzitivnych (Crabtree-senzitiv-
nych) kvasinkach, akou je aj S. cerevisiae, sa mdze vysky-
tovat’ aj limitovana oxidacia, ked’ bunka rastie na sachari-
dickom substrate a pyruvat je v nadbytku. V pritomnosti
kyslika by sme preto mohli metabolizmus oznadit’ za respi-
raéne-fermentativny?. U S. cerevisiae je teda optimaliza-
cia respiracie dolezita pri produkcii biomasy, zatial' ¢o
optimalizdcia fermentacie je dolezitd v napojarskom
a lichovarnickom priemysle'’.

2.2. Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis je gramnegativny, chemoorga-
notrofny, fakultativne anaerdbny prokaryoticky mikroor-
ganizmus. Bunky majl tvar pali¢iek so zaoblenymi konca-
mi. Vyskytujii sa obvykle v dvojiciach, uprostred zize-
nych, zriedka tvoria aj kratke retiazky. Optimalna teplota
rastu je 30 °C. Rod Zymomonas bol prvy raz izolovany
z alkoholickych napojov ako napriklad africké ,,palmové
vino*, mexicky ,,pulque z agiave“ a taktiez ako kontami-
nant v niektorych eurépskych pivach. Je vel'mi tolerantny
voci polyolom, avSak neoblubuje vysSie koncentricie i0-
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nov. Tato vlastnost’ spdsobuje problémy pri fermentacii
melasy>*,

Zymomonas mobilis metabolizuje glukozu cez glyko-
lyticki Entnerovu-Doudoroffovu (ED) cestu, ktoré je zvy-
&ajne pritomna u aerdbnych mikroorganizmov®. Za udasti
enzymov pyruvat dekarboxyldzy a alkoholdehydrogenazy
sa sacharidy fermentujt na etanol a CO,. Sumarna reakcia
Entnerovej — Doudoroffovej drahy je zhodna so sumarnou
reakciou EMP drahy. Mikroorganizmus je vsSak ,,odmene-
ny* ziskom len 1 mol ATP z 1 mol glukézy. Koncentrova-
né roztoky glukdzy neinhibuju enzymy ED drahy, pretoze
konverzia glukézy na etanol v organizme prebieha vel'mi
rychlo®®. Extracelularny osmoticky tlak roztoku glukézy je
vd’aka ulahcenej difuizii rychlo vyvéazeny jej prisluSnou
intracelularnou koncentraciou. Kazddi minutu je totiz do
Z. mobilis transportované mmnozstvo glukézy rovné 1/3
hmotnosti bunky?”’. Enzymy ED drahy st navyse vysoko
tolerantné voci etanolu, ¢o bolo potvrdené aj na bezbunko-
vych extraktoch™®. Vysoka etanolova tolerancia Z. mobilis
je spajana s obsahom mastnych kyselin v plazmatickej
membrane mikroorganizmu. Hlavnymi mastnymi kyseli-
nami st myristovd, palmitova a cis-vakcénova kyselina.
V plazmatickej membréne sa nachadzajii aj hopanoidy
(pentacyklické triterpénové lipidy), ktoré su pravdepodob-
ne s kyselinou cis-vakcénovou zodpovedné za vysoku
etanolovu toleranciu baktérie”.

Rozdiel medzi Entnerovou-Doudoroffovou a Embde-
novou-Mayerhofovou-Parnasovou dréhou je vtom, Ze
glukoéza-6-fostat prechadza v ED drahe ucinkom glukozo-
-P-dehydrogenazy na kyselinu 6-P-glukonova, ktora je
dehydrovand na kyselinu 2-keto-3-deoxy-6-P-glukénovi.
Ta je ucinkom aldolazy Stiepena na glyceraldehyd-3-fosfat
a kyselinu pyrohroznovll. Obe zli¢eniny su nasledne pre-
menené na etanol a CO,. Pri tvorbe etanolu z pyruvatu st
kl'i€ové  enzymy  pyruvatdekarboxyldza  a alkohol-
dehydrogenaza (cit.*").

Rovnakym spdsobom ako glukézu Zymomonas mobi-
lis degraduje aj fruktozu. Okrem tychto dvoch hexoz, ako
zdroj uhlika moéze utilizovat aj disacharid sacharozu.
Rychlost’ hydrolyzy, ako aj transfruktozylacie je vysSia
ako samotny transport do mikroorganizmu. U Z. mobilis st
tri rozne typy sacharolytickych enzymov: endocelularna
sacharaza, exoceluldrna sacharaza a exocelularna levansa-
charaza. Tieto enzymy su B-D-fruktofuranozyl-transferazy
a preto st schopné hydrolyzovat sacharézu®'.

NADH- a NADPH-oxidazy, ktoré katalyzuju oxida-
ciu NAD(P)H, st pritomné v bunkovej membrane. Prenos
elektronov v dychacom retazci vSak nie je spojeny
s oxidativnou fosforylaciou. V pritomnosti kyslika je akti-
vita NADH-oxidazy zvysSena, Co sa prejavi poklesom
NADH v bunke a néaslednou limitaciou redukcie acetalde-
hydu na etanol pomocou alkoholdehydrogenazy (cit.*?).

Z hladiska fyziologie a metabolizmu su pre produk-
ciu etanolu vyhodnejSie Zymomonas mobilis. Rastl totiz
ovela rychlejsie ako kvasinky, maja nizsiu produkciu bio-
masy, su velmi etanoltolerantné a osmotolerantné, maju
vyssiu Specificka rychlost’ prijimania substratu, vyssiu
$pecifickil produkénti rychlost a maju menSiu produkciu
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vedlajsich metabolitov?2"%.

2.3. Geneticky modifikované¢

mikroorganizmy

nej energie na zemi a produkcia palivového etanolu z neho
sa stava cielom viacerych vedeckych i komerénych sku-
pin. NavySe na produkciu etanolu by sa dali pouzit’ aj
odpadové materialy zo spracovania dreva, rézne polno-
hospodarske odpady (obilky, stebld), odpadovy papier atd’.
Uprava lignocelulézového materialu na fermentaciu sa
sklada z troch Casti- odstranenie nespracovatelného ligni-
nu, depolymerizacia celulézy a hemiceluldzy, a samotna
fermentacia. Problematickym zostdva spracovanie zloziek
hemicelulézy po hydrolyze, hlavne pentdz (xyloza a ara-
bindza). Pre produkciu palivového etanolu z ligno-
celul6zovych materialov je teda vhodny mikroorganizmus,
ktory dokéze utilizovat’ okrem hexdz aj pentdzy, ma vyso-
kG produktivitu etanolu, vysokll etanolovi toleranciu
a vysoku toleranciu voci inhibitorom, ktoré st pritomné
v hydrolyzatoch. Preto je snahou pomocou génovych ma-
nipulacii konStruovat’ mikrobidlnych producentov, ktori
tieto poziadavky spiiaji***.

Jednym zo sposobov je do klasickych producentov
etanolu ako je Z. mobilis a S. cerevisiae vniest gény, ktoré
koduja schopnost” konvertovat’ pentdzy na metabolity pri-
tomné v ED resp. EMP drahe. Technikami rekombinant-
nych DNA boli do Z. mobilis aj S. cerevisiae vnesené gé-
ny, ktoré dali mikroorganizmom schopnost’ utilizovat’
xylézu a arabinézu, a konvertovat’ ich na etanol s 86-98%
teoretickym vytazkom®°,

Inym pristupom je do heterofermentativnych mikroor-
ganizmov, ktoré su prirodzene schopné utilizovat’ Siroké
spektrum sacharidov, vniest’ gény, ktoré upravia metabo-
lizmus na selektivnu produkciu etanolu. To sa podarilo po
vneseni génov pyruvat dekarboxylazy a alkohol dehydro-
genazy do Escherichia coli a Klebsiella oxytoca. Fermen-
tacné charakteristiky geneticky upravenych mikroorganiz-
mov su zhrnuté v tab. I. Nevyhodou tychto mikrorganiz-
mov vSak je, ze pH optimum fermentéacie pre E. coli je
v rozmedzi 6,0 az 8,0 a maximalna etanolova tolerancia
K. oxytoca je iba 37 g.dm™ (cit.>"*).

Ked'ze v Eurdpskej Unii je pouzivanie geneticky mo-
difikovanych mikroorganizmov zna¢ne obmedzené, i ked’
vyskum v tejto oblasti v poslednom obdobi urobil znacné
pokroky, podrobnejsie sa touto témou v praci nezaobera-
me.

3. Fermentacie

3.1. Vsadzkové fermentacie
Vsadzkova kultara je uzatvoreny systém kultary,
ktory obsahuje zaciatocné, limitujice mnozstvo zivin.
Vsadzkova fermenticia moze byt pouzitd na produkciu
biomasy, primarnych isekundarnych metabolitov. Pre
produkciu primarnych metabolitov musia byt navodené
podmienky, ktoré predlzuji exponencialnu fazu rastu spre-
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Tabulka I
Porovnanie parametrov jednotlivych typov fermentécii
Typ fermen- MO* Substrat Produktivita Vytazok Podmien- Poznidmky Lit.
ticie [g.dm ] [g.dm>h'] [%] ky
Vsadzkova Z. mobilis G 5,1 94-98 47,64
fermentacia g corevisie G 2,4 88-92 47,64
E. coli AX:G= 0,92 90 t=30 °C, 37
(GMO) 15:30:30 pH 6-8
K. oxytoca A:X:G= 0,35 84 t=35°C Max. tolerancia K.oxytoca 38
(GMO) 20:40:20 voci etanolu len
37 g.dm™.
Pritokovana  S. cerevisiae 9,5 Proces trval 45 h 48
fermentacia
Kontinualne  Z. mobilis G=135 11,05 t=30°C Zriedovacia rychlost 0,2 h! 54
fermentacie
S. cerevisiae G=135 5,68 t=30°C Zriedovacia rychlost 0,2 h! 54
SSF Z. mobilis Palmovy skrob 3,57 93-97 Ko-imobilizacia s amyloglu- 23
10-20 % kozidézou do karagénanu
Kofermenta- Z. mobilis, L=200-250 0,92 Kofermentaciou sa zvysila 55
cia K. fragilis produktivita
Extraktivna  Z. mobilis G 90 Extraktivna faza : polyetylén- 57
fermentacia glykol (6 %hm.), dextran
(2 %) 9:1; 90 % etanolu sa
nachadzalo v rozpustadle
Imobilizova- Z. mobilis G=136 25,5 t=30°C Nosi¢ Ca-alginat, zriedova- 54
né cia rychlost 0,5 h™'
systémy S. cerevisiae G =136 14,5 t=30°C Nosi¢ Ca-alginat, zriedova- 54

cia rychlost 0,5 h™'

* Pouzity mikroorganizmus; GMO — geneticky modifikovany mikroorganizmus; A — arabindza; X — xyloza; G — glukoza;

L —laktoza;

védzanu exkréciou produktu®.

Medzi jeden zdodlezitych parametrov fermentacie
patri teplota kultivacie. Pri vySSej teplote v pociatkoch
fermentacie so S. cerevisiae dochadza k rychlejSiemu na-
rastaniu biomasy, spojenu s rychlejsou produkciou etano-
lu, avSak v neskorSich Castiach fermentacie je rast biomasy
inhibovany naakumulovanym mnozstvom etanolu. Na
rozdiel od kvasiniek, Z. mobilis je k vysokym koncentra-
ciam etanolu ovela viac tolerantnejSia a tento fenomén sa
unej nevyskytuje. Pri nizdich teplotich je teda
u S. cerevisiae vysSia koncentracia etanolu dosahovand az
po znaéne predizenom &ase fermentécie, ako je to aj pri
priprave ,,saké“ (kultivaéna teplota 1015 °C) (cit.*"). Ma-
ximalna $pecificka rychlost’ tvorby etanolu je pre kvasinky
najvyssia v teplotnom rozpiti 32-36 °C (cit.*?). St viak
zname aj termotolerantné kmene S. cerevisiae s optimal-
nou teplotou produkcie v rozmedzi 35-38°C (cit.?)
(Vsetky porovnavané experimenty so S. cerevisiae aj
Z. mobilis uvedené v ¢lanku prebiehali pri teplote 30-32 °C.
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Tento tdaj opakovane neuvadzame.). Vyhodou pri pouziti
kvasiniek je, ze fermentacia mdze prebiehat’ pri pH v roz-
medzi 3 az 6. Fermentacia pri nizSom pH totiz vyrazne
eliminuje rast kontaminujticej mikroflory™. U Z. mobilis je
pri pH 3,5 fermentacia prakticky zastavena®.

Klasické fermentacné postupy st v poslednych ro-
koch zna¢ne inovované. Medzi jednu z modernizovanych
technologii pouzivanych vo vsadzkovych procesoch patri
aj fermentdcia s recyklom buniek, oznacovana aj ako Mel-
leova-Boinotova metdéda. V Brazilii sa az 70 % vyprodu-
kovaného mnozstva etanolu ziskava prave tymto spdso-
bom. Po fermentacii dochadza k separacii kvasiniek, jej
premytiu v roztoku kyseliny sirovej a naslednému pouZitiu
v d’alSej fermentacii. Cely proces je skrateny na 6—10 h
pri koncentrécii buniek 8—-17 % v/v, s vytazkom etanolu
90-92 %, pricom bunky vydrzia nepretrziti prevadzku
200 dni (cit.¥).

Pri  optimalnych podmienkach fermentacie so
Z. mobilis (pH 5, t = 30 °C) sa glukéza na 95-98 % kon-
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vertuje na etanol a len zvysnych 2—5 % na biomasu. Dal-
Sou vyhodou baktérie je, Ze produkuje 5% menej vedlaj-
Sich produktov v porovnani so S. cerevisiae™.

Porovnanie parametrov fermentdcii prehladne uva-
dzame v tab. 1.

3.2. Pritokované a semikontinu-
dlne fermentdcie

Fed-batch (pritokovana) fermentacia suvisi s davko-
vacou stratégiou. Jej cielom je kontrolovat” koncentraciu
zivin a predlzovat’ produktivnu fazu vsadzkového procesu.

Fed-batch proces uS. cerevisiae prebieha v dvoch
fazach. V prvej dochadza k rastu aj produkcii etanolu,
v druhej je rast zastaveny, avSak bunky etanol produkuju
dalej*®. Specificka rastova aj produkéna rychlost sa so
zvySujucou koncentraciou etanolu zmenSuje. Viabilita
buniek je zavisla od koncentracie etanolu, ako aj mnozstva
zivin v médiu. Kritickd koncentracia etanolu je v rozmedzi
90-110 g.dm™. Po dosiahnuti tejto koncentracie dochadza
k rychlej strate viability buniek. Pomocou tohto typu fer-
mentacie bola u kvasiniek dosiahnuta maximalna produkti-
vita zariadenia 9,5 g.dm>.h”', pricom proces trval
45 hodin™.

Na semikontinualne fermentéacie so Z. mobilis sa pou-
zivaji hlavne flokulujice kmene, ktoré majii schopnost’
vytvarat' zhluky minimalne 100 buniek. Vyhodou takéhoto
mikroorganizmu je, Ze zhluky buniek pri fermentacii kle-
saju na dno nadoby a 2/3 média mdze byt z vrchnej Casti
fermentora odsaté bez straty biomasy. Mikroorganizmy sa
ziskavaju mutaénym s§lachtenim, priCom pri selekcii vhod-
ného mikroorganizmu rozhoduje rychlost’ sedimentécie
buniek. Pri tomto type zariadenia bola dosiahnuta objemo-
va produktivita 50 g.dm’.h' akoncentricia etanolu
80 g.dm™ (cit.*).

Semikontinualne fermentacie sa pouzivaji aj na testo-
vanie stability rekombinantnych kmenov pocas fermenta-
cie. Kmen Z. mobilis, do ktorého boli technikami rekombi-
nantnych DNA vnesené gény a-amylazy a glukoamylazy,
vykazoval konverziu 0,46 g etanolu/g Skrobu a objemovu
produktivitu 0,204 g.dm™.h™" (cit.”).

3.3. Kontinudlne fermentacie

Exponencidlny rast vsadzkovej kultiry moéze byt
predizeny pridavkom &erstvého média do nadoby. Ak je
Cerstvé médium kontinudlne priddvané k takejto kultare
vhodnou rychlostou a vyfermentované kontinualne odobe-
rané, po Case je dosiahnuty ustaleny stav, kedy tvorba no-
vej biomasy kultirou je rovna strate buniek z nadoby. Pre
proces, pri ktorom dochadza k produkcii primarnych meta-
bolitov, je volena zriedovacia rychlost, ktora udrziava
kultiru v maximalnej produkénej faze®. V porovnani so
vsadzkovymi fermentdciami maji kontinudlne viaceré
vyhody: zniZenie vstupnych nakladov vdaka zvySenej
objemovej efektivite procesu, jednoduchost’ kontrolovania
procesu v ustalenom stave, zvySena vytaznost procesu,
kon$tantné zloZenie produktov, zvySend odolnost voci
kontaminacii vd’aka vysokej koncentracii  etanolu
v médiu’".

406

Referaty

Medzi kontinualne fermentacie zarad’ujeme aj fer-
mentaciu pod oznacenim Biostil®. Vlastnikom licencie na
toto zariadenie je Svédska spolognost’ Chematur. Jedné sa
o jednostupiiova  fermentaciu s kratkou dobou zadrze
(10 h). Vyfermentované médium je pomocou centrifugacie
rozdelené na dve Casti — prad s vysokou koncentraciou
kvasiniek, ktoré st vracané spiat’ do fermentora a prad,
ktory je urceny na destilaciu. Navyse dochadza k recyklu
vypalkov, ktoré sluzia ako zried'ovacia tekutina na udrzia-
vanie optimélnej koncentracie cukrov a etanolu v zépare
pocas fermentacie. Nedochadza tak k inhibicii metaboliz-
mu kvasiniek etanolom™.

Problémy pocas kontinualnej fermentacie kvasiniek
pri pristupe kyslika a pri zmene zriedovacej rychlosti
zmensej na vicsiu, moze spdsobit’ Crabtree efekt. Pri
mensej zriedovacej rychlosti (0,08 h™') je metabolizmus
oxidativny a pri vy$sich zriedovacich rychlostiach (0,2 h™)
je fermentatny'®. Pri nizdich zriedovacich rychlostiach
maju preto kvasinky tendenciu predychat’ gluk6zu na CO,
a biomasu, bez vytazku etanolu. Naopak pri vyssich zrie-
d’ovacich rychlostiach dochadza k vyssej produkcii etano-
lu, ale niz&§im vytazkom biomasy'’. Pri strednych zriedo-
vacich rychlostiach (0,08-0,20 h') kvasinky ,,prepinaju*
medzi  oxidativnym a fermentatnym mechanizmom
v zavislosti na pristupe rozpusteného kyslika. Tento feno-
mén je vel'mi komplexny a zahifia mnozstvo regulac¢nych
mechanizmov enzymovej inhibicie a represie viacerych
metabolickych drah, v praci sa mu preto detailne nevenuje-
me.

Na kontinualnu produkciu etanolu boli pouzité aj
vysokoflokulentné kmene kvasiniek. Pri takomto type
mikroorganizmu nedochadza k nadmernému vymyvaniu
biomasy zo zariadenia ako pri bunkdch normalnych. Vyta-
zok etanolu bol 83 % v porovnani s teoretickym vytaz-
kom, koncentracia etanolu 75 g.dm” aproduktivita
50 g.dm>.h' (cit.).

Nowak (cit.>*) uskuto¢nil niekolko experimentov
v rovnakom rezime fermentacie, s rovnakymi koncentra-
ciami substratu, pre Z. mobilis aj S. cerevisiae pouziva-
nych v lichovarnictve (tab. I). Ziskané vysledky takisto
sved¢ia o lepSej produktivite Z. mobilis v porovnani so
S. cerevisiae. Zaujimavé takisto je, ze na produkciu rovna-
kého mnozstva etanolu je pri nizSich koncentraciach sub-
stratu potrebna 2x, pri vyssich 3—4x mensia koncentracia
bakterialnej biomasy ako biomasy kvasni¢nej>*.

3.4. Simultdnna sacharifikdcia
a fermentacia (SSF),
kofermentéacia

V procese simultannej sacharifikacie a fermentacie sa
okrem mikroorganizmu produkujiceho etanol pouzije aj
mikroorganizmus, alebo enzym schopny konvertovat’ po-
lymérne sacharidy na utilizovatelny substrat. Produkty
sacharifikacie si simultanne utilizované S. cerevisiae,
alebo Z. mobilis a premienané na etanol. Uplatiuje sa tu aj
ko-imobiliz4cia etanolového producenta a hlavne amyloly-
tickych enzymov (tab. I).

Kofermenacia je typ fermentacie, kde sa v procese
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vyuziva zmes mikroorganizmov. Takyto typ fermentacie
bol napriklad vyuZzity na fermenticiu laktézového média
so Zymomonas mobilis a Kluyveromyces fragilis. Pri pou-
ziti zmesnej kultiry Z. mobilis a S. cerevisiae sa sledovalo
zvySenie Specifickej etanolovej produktivity a objemovej
produktivity zariadenia (cit.B) (tab I).

3.5. Extraktivna a vakuova
fermentacia

Pri extraktivnej fermentdcii sa etanol vhodnym roz-
pastadlom postupne extrahuje z fermentaéného média.
Rozptistadlo nesmie byt miesatel'né s vodou, toxické voci
mikroorganizmu a musi mat vysoku afinitu k etanolu.
Vyhodou je zniZenie nédkladov na ziskavanie produktu
z fermenta¢ného média v porovnani s klasickou fermenta-
ciou, je v podstate odstranend inhibicia koncovym produk-
tom, avSak vyber vhodného, pre organizmy netoxického
rozpuitadla je problematicky™.

Pri vakuovom type fermentacie dochadza k odstra-
neniu etanolu z fermentacného média pdsobenim vakua
a to bud’ kontinualne, alebo v cykloch. Ako aj v predchad-
zajucom type procesu, udrziavanim nizkej hladiny etanolu
v médiu nedochddza k inhibicii fermenta¢nej aktivity ani
k strate viability buniek, ktoré si zachovavaju vysoku me-
tabolickt aktivitu. Pri kvasinkach vSak mozeme sledovat
niz§i narast biomasy. Predpoklada sa, Ze by to mohlo byt’
sposobené vys$Simi ndrokmi buniek na udrzanie fyziologic-
kého stavu, ako aj nedostatkom kyslika v médiu, vzhla-
dom na jeho niz8iu rozpustnost' vo véakuu. Nevyhodou
vakuovej fermentacie je, Ze v priebehu fermentacie sa mo-
zu hromadit’ neprchavé inhibitory, ktoré znizuju vyslednt
produktivitu®. Kombinaciou vakuovej fermentacie (tlak
7,3 kPa) arecyklacie kvasiniek (zabezpeCované centrifu-
gaciou) sa pri produkecii etanolu z melasy dosiahla produk-
tivita 82 g.dm >.h™', o predstavuje 12 nasobné zvysenie
v porovnani s kontinudlnym systémom pri atmosferickom
tlaku®®.

3.6. Fermentacia pomocou imobi-
lizovanych mikroorganizmov

Fermentacné technologie v poslednych rokoch zazna-
menali obrovsky rozvoj a modernizaciu. Tento trend moz-
no sledovat’ aj pri vyrobe etanolu. Jednym z inovacnych
trendov pouZzivanych v tomto procese je aj pouZivanie
imobilizovanych mikroorganizmov.

Imobilizaciu mozno definovat’ ako techniku, ktora
zadrzuje katabolicky aktivne bunky v reaktore a zabrafuje
tak ich pohybu v mobilnej faze, ktora nesie substrat
a produkt.

Jednou z hlavnych vyhod tejto technologie je moz-
nost pouzitia opakovanych vsadzkovych konverzii
resp. kontinudlneho reZimu pri zachovani vysokej koncen-
tracie biomasy v systéme. Nevyhodou tejto techniky méze
byt problém s diftiziou medzi mikroorganizmom imobili-
zovanym Vv matrici a okolitym prostredim. Imobilizacia
kvasiniek alebo baktérii pre produkciu etanolu sa uskuto¢-
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fiuje predovSetkym dvoma metddami:
a entrapmentom.

Adsorpcia je najjednoduchsia technika imobilizacie
velkého mnozstva buniek®. Je zvycajne uskutoéiiovana na
aktivnom povrchu porovitého materidlu, akymi st napr.
porovité sklo, drevené uhlie alebo drevené hobliny. Tato
technika je pomerne jednoducha. Bunkova suspenzia sa
necha v kontakte snosi¢om aadhéznymi silami dojde
k naviazaniu buniek na matricu nosi¢a. Tomuto kroku
niekedy predchadza ,,08etrenie” buniek pomocou AP, &im
sa neutralizuje naboj na povrchu buniek™. Z dékladnych
studii o adsorpcii, v ktorych sa testovalo velkého mnoz-
stva nosicov, sa dospelo k zaveru, Ze drevené hobliny za-
chytavaji 6-120x viac buniek ako ostatné nosice™®. Nevy-
hodou tejto techniky je, ze moze dojst’ k desorbeii mikro-
organizmu zmenou ionove;j sily alebo pH. Uvedena techni-
ka preto nema v praxi uplatnenie.

Druhou imobilizacnou technikou, ovel’a obl'ibenejSou
ako adsorpcia, je entrapment. Téato technika spociva
v uzatvoreni buniek do kapsul prirodnych alebo syntetic-
kych gélov. Bunky musia byt vécsie ako pdry nosicov,
aby nedoslo k ich vymyvaniu, ale aby bola zaistena vol'na
difizia substratu a produktov. Medzi najviac vyuZiva-
né gély patria: agardza, agar, polyakrylamidovy gél,
K-karagénan, alginat, polyvinylalkohol, atd’.’***%. Princip
entrapmentu spoc¢iva v zmieSani bunkovej suspenzie
s tekutou formou gélu. Zmes sa potom kvapkéd do vytvr-
dzovacieho roztoku a tvoria sa kapsule gulovitého tvaru®®.
Pocas fermentacie sa vznikajici etanol a CO, modzu hro-
madit’ v géli, ¢im mdze ddjst’ k mechanickému poskodeniu
matrice zvySujiicim sa tlakom vo vnutri nosi¢a. NavySe pri
gulovitom tvare imobilizatu sa zistilo, Ze produkény mik-
roorganizmus rastie len tesne pod povrchom imobilizatu
anie vjeho celom objeme®. Ztohto dovodu je velmi
dolezita velkost’ a tvar kapsule. Ako vel'mi vyhodné rieSe-
nie tohoto problému sa zda byt pouzitie tzv. LentiKats®.
Jedna sa o polyvinylalkoholové imobilizaty SoSovkového
tvaru, ktoré s 3—4 mm dlhé a si 200—400pm hrubé. Mik-
roorganizmus rastie vcelom objeme imobilizatu
anedochadza kdifiznym problémom medzi nim
a okolitym médiom®>®. Najviac pouzivanymi gélmi pri
imobiliza¢nych Stadiach st prirodné polyméry alginaty
a karagénany, pri ktorych imobilizacnd procedura je jedno-
duchd a Setrna. Hlavnym problémom pri alginatovych
géloch je mechanicka krehkost’ achemicka nestabilita
v pritomnosti vysokej koncentracie fosfatov a kvasni¢ného
extraktu, ktoré st neoddelitelnymi zlozkami média pri
raste mikroorganizmov. NavySe su citlivé na chelatujtice
¢inidl4, relativne nepriepustné pre viacsie molekuly a malo
odolné voci tlaku vznikajuceho tvorbou CO, pocas fer-
mentécie. Z porovnania s inymi typmi fermentécii, imobi-
lizované systémy maju vysoké produktivity a vdaka svo-
jim vyhodam su dobre vyuzitené v produkcii etanolu na
laboratornej Grovni, aj v priemyselnom meradle (tab. I).

adsorpciou
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4. Zaver

S vyéerpavanim svetovych zasob fosilnych paliv sa
v poslednych rokoch zvysuje zaujem o alternativne zdroje
energie, medzi ktoré nepochybne patri aj etanol.
V priemyselnom meradle sa na produkciu etanolu pouziva
Saccharomyces cerevisiae. Z hladiska fyziologie, metabo-
lizmu, aj fermentacnych vlastnosti mikroorganizmu je pre
produkciu palivového etanolu vyhodnejSie pouzivanie
Zymomonas mobilis. Baktérie rasti ovela rychlejSie ako
kvasinky, maja nizsiu produkciu biomasy, vyssiu Specific-
kua rychlost’ prijimania substratu a tvorby produktu, nepo-
trebujii kontrolovany privod kyslika, produkuji menej
vedlajSich metabolitov, si velmi etanoltolerantné
a osmotolerantné. U jednotlivych typov porovnavanych
fermentacii navySe vykazuju takmer dvojnasobnt produk-
tivitu v zhodnych fermentatnych podmienkach. Vyskum
v lichovarnictve je v poslednom obdobi zamerany na mo-
dernizéiciu klasickych fermentacii, ako aj zavadzanie no-
vych technologickych postupov s cielom zefektivnit’ cela
vyrobu. Ako velmi vhodnd metéda zvySujica vytazky
procesu je imobilizacia produkéného mikroorganizmu
enkapsulaciou do vhodného nosica. Jej hlavnou vyhodou
je, ze nedochadza k vymyvaniu koncentrovanej biomasy z
reaktora. Dal$imi rieSeniami procesu st kofermentécia,
simultanna sacharifikacia a fermentacia, ktoré kombinuju
vlastnosti viacerych biologickych systémov. Zavadzanie
novych technologickych postupov, ako je extraktivna fer-
mentécia a vakuova fermentdcia, sa takisto javi byt per-
spektivne.

Prdca bola uskutocnend s prispenim grandov VEGA
1/2391/05 a 1/2390/05 a spolocnosti MEGA a.s.(CR).
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> MEGA Co., Strdz pod Ralskem, Czech Republic): Micro-
bial Production of Fuel Ethanol: Bacteria or Yeasts?

The advantages of using fuel ethanol are discussed.

The physiology and metabolism of two main ethanol pro-
ducers, Zymomonas mobilis and Saccharomyces cere-
visiae, are compared. The review also includes description
and comparison of different kinds of fermentation proc-
esses using these microorganisms.



