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Ekonomika fermenta¢ni vyroby ethanolu zavisi
na péti hlavnich faktorech — na vlastni suroviné
a jeji predipravé, na schopnostech a aktivité mikro-
organismit (s ohledem na maximélni vyuZiti sub-
strdtu a na maximélni koncentraci ethanolu v mé-
diu), na zafizeni, vlastni technologii a na zplisobu
izolace. Jak jsme jiZ uvedli v I. €asti [1], neni po-
sledni bod v nasi praci zatim studovén, ale je tieba
si jej neustdle uvédomovat. Izolace produktu je
proces zna¢né naro¢ny na energii.

Jak vyplyvéa z literdrnich tdaji mnoha pracovist,
je aplikace imobilizovanych bun&k vhodnych pro-
ducentli perspektivni, ale vyZaduje jeSté vyresit
fadu technickych i technologickych problémi. Imo-
bilizace bun&k metodou prosté adsorpce je zndma
jiZ dlouhou dobu a byla vyuZita i v provoznim mé-
fitku [2].

Z hlavnich vyhod pouZiti imobilizovanych buné&k
je tfeba v prvni Fadé& uvést:

a) nyni: Mikrobiologicky tstav BAN, Sofie

imobilizace, Saccharomyces cerevisiae, kontinudlni fermentace, ethanol, bioreaktory

— MoZnost pracovat pfi vysokych priitocich mé-
dia (vysoké zredovaci rychlosti). Siva Raman
et al. [3], Krug a Daugilis [4] uvadé&ji hod-
noty zfedovaci rychlosti az 11,0 h~!. Vyt&Zek
ethanolu miZe dosahovat aZ 96 % teoretické
hodnoty [5].

— Je dosahovano vysokych produktivit fermen-
taénich systémi (od 30,0 do 220,0 g ethanolu
na 1 litr média za 1 hodinu [1, 3, 7, 8]. Toto
zvy3eni je predevSim zplisobeno vysokou kon-
centraci bunék ve fermentaénim médiu. PFi
aplikaci bun&k imobilizovanych v alginatu
miiZe objem kulitek gelu dosahovat 75—80 %
celkového fermenta&niho objemu [6].

Tato studie se opird o vlastni experimenty prova-
déné na katedFe kvasné chemie a bioinZenyrstvi,
VSCHT v Praze v letech 1982—1989 [9, 10] a je vé-
novdna porovnani n&kolika variant vyuZiti imobili-
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zovanych bunék kultury lihovarskych kvasinek SL
100 v rtzném uspofadani fermentacnich kolon.

MATERIAL A METODY

K testovani byl pouzit kmen kvasinek Saccharo-
myces cerevisiae SL 100 ze sbirky katedry kvasné
chemie a bioinZanyrstvi VSCHT v Praze.

Imobilizace byla provedena podle metody popsa-
né v literatufe (11) a doplnéna na zaklad& zku3e-
nosti pracovnikdt Vyzkumného udstavu p.vovarského
a sladafského v Praze (12).

SloZeni fermentaéniho média (na 1 litr): 120,0 g
glukosy, 2,5 g suSeného kvasni¢ného extraktu (Imu-
na, Sari3ské Michalany), 5,0 g peptonu, 1 g KH2POs,
3 g [NH4):S04, 25 mg CaCl: a 25 mg MgSO0, . 7H:0.
Alginat sodny je produkt norské firmy Protan (Pro-
tanal LF 10/60). Ostatni chemikéalie byly tuzemské
provenience (Lachema, Brno). Analyza redukuji-
cich 1atek byla provedena metodou podle Schoorla
a ethanol stanoven oxidimetricky [13].

PouZité zafizeni

Byla provedena ftada pokusi, pfi kterych byly
ménény sestavy fermentatniho zaFizeni — Kkolon.
Maximédlni objem kolon byl 1000 ml. Pro demon-
straci vysledkli uvddime ¢&tyFi hlavni sestavy.

V proni fermentaéni fadé byl pouZit kolonovy
reaktor o celkovém objemu 200 ml (pomér H:D =
= 2,45; H .. vyska kolony, D .. primér kolony).
K n&mu byl pfipojen dalsi fermentor jako dokva$o-
vaci, kde probihalo dokvaSeni cukru kvasinkami
uvoln&nymi z gelu. Objem kapalné faze ve druhé
kolon& byl 1000 ml. Prvni reaktor pracoval se zfe-
dovaci rychlosti aZ 3,0 h—! (vztaZeno na objem ka-
palné fdze). Samotny biokatalyzédtor v prvnim ko-
lonovém fermentoru zaujimal objem 80 % u&inného
objemu fermentoru. Cerstvé médium bylo pFivddéno
do spodni &asti prvni kolony a ¢aste€n& prokvase-
né médium bylo odvddéno z vrchni ¢&asti kolony a
pokracovalo do dolni ¢&sti druhé kolony.

V druhé fermentaéni Fadé byl pouZit fermentor
o celkovém objemu 150 ml napln&ny z 80 % bio-
katalyzdtorem. Fermentor byl umistén v 8ikmé po-
loze (dhel odklonu od vertikdly — 50°). Zredo-
vaci rychlost D, (vztaZena na médium) &inila aZ
1,33 h—. Sikmo umisténé reaktory se pouZivaji teh-
dy, kdyZ biokatalyzétor produkuje mimo hlavni pro-
dukt plyn, v tomto pfipadé oxid uhli¢ity [14].
Draha, kterou urazi peleta biokatalyzdtoru vyné3e-
na bublinami CO; (zavisl na nédklonu kolony], je
mensi neZ u vertikalnich kolon. Neplati to v3ak pro
zcela zapln&né kolony. Né&ktefi autofi uvadéji, Ze
lepSich vysledkil 1ze dosdhnout v horizontdln& umis-
ténych kolondch [15]. Jejich konstrukce je vSak
naro&né&jsi. P¥ili§ velky pohyb pelet, jako napf. ve
fluidaénim bioreaktoru, plisobi nepfiznivé na jejich
mechanickou stabilitu [16].

Ve tFeti fermentaéni Fadé byla volena kaskdda
dvou sklon&nych reaktord: prvni kolonovy fermen-
tor mé&l objem 150 ml (H : D = 4,3), druhy 240 ml
(H:D = -7,0). Zfedovaci rychlost D, pro prvni
¢len byla 4,4 h~! a pro druhy &len 1,4 h~'. Cerstvé

médium pfrichdzelo jen do prvni kolony. Propojeni
bylo stejné jako v prvni varianté. Druhy reaktor
byl rovnéZ naplnén peletami.

Ve &torté sérii pokusi bylo potradi fermentorh
obrdcené v porovnadni s pfedchozi sérii. Zredovaci
rychlosti byly 1,67 h-! a 1,33 (v pofadi prvni a
druhy reaktor). Cerstvé médium pfichdzelo opé&t jen
do prvniho fermentoru.

Jednotlivé kontinudlni experimenty byly vedeny
14 dni, nejvyhodné&j8i uspofddani bylo podkladem
pro dlouhodoby experiment trvajici dva mésice.

VYSLEDKY A DISKUSE

1. Anaerobni kontinudlni fermentace s dokvasova-
nim v druhém stupni (prvni varianta)

Pelety algindtu vapenatého obsahujici kvasinky
jsou v pribéhu fermentace naruSovdny jak ristem
buné&k, tak pisobenim CO: a dal3i Fadou mechanic-
kych faktord. Proto dochazi k uvoliiovani bun&k
do prostfedi. Cilem experimentd bylo zjistit moZ-
nost vyuZiti kvasinek uvoliiovanych do prostfedi
z gelu algindtu véapenatého k dokvaSeni " zbytki
zkvasitelného cukru. Vystupni koncentrace glukosy
z prvniho stupné& byla za podminek experimentu
(vstupni koncentrace glukosy kolem 120 g/l, D,
kolem 3,0 h—') 13 g/l. Nizkd koncentrace uvolng-
nych kvasinek (kolem 1,5 g/l) a jejich mala fer-
mentacni aktivita nezajistila prokvaSeni veskeré
glukosy (vystupni koncentrace glukosy byla 6 g/1).
Maximalni koncentrace ethanolu v médiu z druhé-
ho reaktoru byla 53 g/l, pfiCemZ vyt&Znostni koefi-
cient v prvnim reaktoru c¢inil 0,91 teoretické hod-
noty. U prvniho reaktoru bylo dosaZeno dobré sta-
bility procesu a produktivita se pohybovala kolem
150 g ethanolu/l média.h, coZ odpovidd hodnot#
30 g ethanolu za 1 hodinu na litr G¢inného objemu
kolony. P¥ipojenim druhého stupné& se zvy3il obsah
alkoholu na vystupu jen o 3 g/l média. Celkova zfe-
dovaci rychlost a produktivita kalkulovand na oba
fermentory byla nizka. coZ je zpiisobeno relativng
velkym objemem druhé kolony. Z vysledkli expe-
rimentd prvni série vyplyv4, Ze aktivita uvoln&nych
kvasinek je relativné nizkd a proto jejich vyuZiti
ve druhém fermentoru by bylo neefektivni. Celkova
produktivita systému vztaZend na objem média je
pouze 5,3 g/l1.h (ve srovnéni s produktivitou v prv-
nim stupni, kde se pohybovala kolem 150 g/l.h).
K optimdlnimu FeSeni by bylo moZno se pfibliZit
bud sniZenim vstupni koncentrace glukosy nebo
pouZitim druhé kolony naplné&né rovn&Z peletami
s imobilizovanymi burfikami nebo v&t$i kolonou
zcela naplnénou biokatalyzédtorem.

2. Anaerobni kontinuilni fermentace ve skloné-
ném kolonovém fermentoru (druha varianta)

Sklonéné kolony maji proti b&Zné& pouZivanym
vertikdlnim kolondm hlavni pFfedncst v tom, Ze
zmen3uji tvorbu kandld ve vrstvé biokatalyzatoru,
zkracuji drdhu bublin a sniZuji po$kozeni pelet
otérem [14]. Kromé& toho je vyznamné i sniZeni
hydrostatického tlaku sloupce média a pelet, co%
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prispivd ke zvySeni stability pelet u dna kolony
(pfedevsim u vétSich kolon). Bublinky oxidu uhli-
¢itého se rychle soustfeduji u horni stény kolony
a vychézeji podél ni v Gzkém kandlu. Fermentor
pracoval pfi vytéZnostnim koeficientu kolem 92 %
teoretické hodnoty. V¢stupni koncentrace ethanolu
byla 55 g/1, vystupni koncentrace glukosy se pohy-
bovala kolem 3,5 g/l. Tyto hodnoty lze povaZovat
za hodnoty staciondrni (ustdleny stav kontinuélni
kultivace). Priimérnéd produktivita biosyntézy etha-
nolu byla 73 g ethanolu na 1 litr média za 1 hodi-
nu, tj. 14,8 g/h.1 G&inného objemu kolony. Sikmé
poloha fermentoru vedla ke sniZeni ,,pulsace“ fer-
mentacni kapaliny zplisobené shlukovanim bubli-
nek oxidu uhli¢itého kolem pelet a jejich rychlym
vynd3enim ke hlading, kde dochézi k odplynéni.
NiZz8i hodnoty produktivity ve srovnani s prvnim
fermentorem pfFedchézejici varianty byly zpiisobe-
ny niZsim priitokem média. Vyhody takto uspofa-
dané kolony se projevi hlavné& pfi dlouhodobych
experimentech. Pro priimyslovd méfitka nelze uva-
Zovat o aplikaci Sikmych kolon, ale spiSe o vhodném
vnitfnim uspofddéni kolon.

3. Anaerobni kontinudlni fermentace v kaskadé
sklonénych kolon (t¥eti varianta)

Tato experimentalni série je pokracovanim dru-
hé varianty a jejim cilem bylo hleddni optimadlni
laboratorni sestavy. Kaskdda byla tvofena dvéma
sklonénymi kolonami o nestejném objemu (objem
prvniho reaktoru byl men3i). Vstupni koncentrace
glukosy byla opé&t 120 g/l a staciondrni koncentra-
ce na vystupu z prvniho reaktoru d¢inila 40 g/l
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Obr. 1. Pribéh fermentace v kaskddé dvou sklonéngch
kolon naplnénjch biokatalyzdtorem ([varianta 3)
1 — aktudlni koncentrace glukosy na vystupu
z 2. &lenu, 2 — aktudlni koncentrace glukosy na
vistupu z 1. &lenu, 3 — aktudlni koncentrace
ethanolu na v§stupu z 1. &lenu, 4 — aktudlni
koncentrace ethanolu na vjstupu z 2. élenu, 5 —
vgtéZnost ethanolu

Toto mnoZstvi bylo Gplné& prokvaseno ve druhém
fermentoru. Na vystupu z druhé kolony se kon-
centrace ethanolu zvy3ila o 18 g/1. Maximéalni pro-
duktivita ethanolu dosdhla v prvnim stupni hodno-
ty 220 g/h .l média, ve druhém fermentoru jiZ jen
29 g/h.1 fermentatniho prostoru. Koncentrace
ethanolu na vystupu byla 57 g/1. Celkova produkti-
vita je 60 g/h.1 média, tj. 16 g/h .1 G€inného fer-
mentacniho prostoru. Pocatecni fézi kontinudlni
fermentace znézoriiuji obr. 1 a 2. Na nich je vidét,
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Obr. 2. Zdvislost produktivit systému (varianta 3) na
dobé fermentace
B — produktivita vztaZend na Géinng objem
obou reaktori
@ — produktivita vztaiend na objem média
v obou reaktorech
A — produktivita vztaZend na objem gelu v obou
1eaktorech

Z?e dynamika systému je nejvyrazné&€jSi v prvnim
reaktoru, kde se vyuZije 67 % glukosy. Ustalovani
zde trva Sest a vice dni. Druhy reaktor stabilizuje
proces. Na obr. 2 je zndzornén priibéh produktivit
celého systému v zévislosti na dob& fermentace.

4. Anaerobni kontinudlni fermentace v kaskadé
sklonénych kolon (&tvrtd varianta)

V této Fad& experimentdi, jak bylo jiZ uvedeno,
bylo pofadi reaktorii obrdceno. ZFedovaci rychlost
se pfi zachovéani stejného priitoku v prvnim reak-
toru sniZila. Vzhledem k tomu, Ze velikost celkové
produktivity uréuje hlavné& prvni reaktor, jsou vy-
sledky hor3i neZ v prFedchézejicim pFipad&. V obou
reaktorech byly hodnoty vyt&Znostnich koeficientl
98 %, resp. 93 % teoretické hodnoty. Produktivita
v prvnim reaktoru byla 88 g/h.1 média a celkova
produktivita 44 g/h.] média. Sumdérni vysledky
vSech &tyF popsanych variant jsou uvedeny v tab. 1.

Vysledky vybranych experimentli potvrdily, Ze
je moZno i pfi pouZiti b&Zné provozni Kultury kva-
sinek Saccharomyces cerevisiae dosdhnout vyso-
kych hodnot produktivity fermentatniho systému
Literarni prameny v3ak Casto uvadé&ji Cisla, u kte-
rgch nenf jasné, na jaky zéklad jsou vztaZena.
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Tab. 1. Zdkladni charakteristika a vysledky jednotlivjch pokusi (1.—IV. varianta)
[
. VBr 0 -13| g; Pm pi Charakter
Varianta| N j (m1) %o Ver [Dm(h }I Si(g/N) | E(gN) | S(gM) Ye/s (g/Lh) | (g/lh) ety "
l " Vertikalni
1: 200 80 3,0 120,20 499 13,0 0,46 149,85 29,97 reaktor
I 2 : H/D = 2,45
2: 1000 ggfl;llci 0,12 13,0 53,0 6,0 0,46 0,372 0,372 + dokva¥ovaci
t reaktor
i sklongny
11 1 150 80 1,33 | 120,20 54,86 3,5 0,47 73,0 148 reaktor
, | H/D = 43
) ' kaskéda
- : 1: 150 ! 83 4.4 122,40 39,0 40,20 0,47 171,60 28,86 sklon&ngch kolon
2:240 | 67 1,38 40,20 56,70 2,54 0,47 24,43 8,06 1: H/D = 4,3
| (59,54) | (16,05) | 2: H/D = 6,9
. kaskéada
- E 1: 240 75 1,67 | 119,60 | 52,88 | 14,26 050 | 88,31 | 2195 | Gionanech kolon
2:150 50 1,37 14,26 58,96 1,59 0,48 8,03 401 | 1: H/D =69
‘ (43,69) | (15,15) | 2: H/D = 4,3

pocet stupiid (kolon)
aéinny objem kolony (bioreaktoru)
. objem pelet v % Vgr

.. vstupni koncentrace glukosy

DE | cmsemeremiiiss produktivita pro ethanol vztaZend na Géinny objem kolony, pfitemZ pn =

....................... prvni kolona
.4 SR | PR druhé kolona

zfedovaci rychlost vzta¥end na objem média v kolon& (pritok média/objem média)
.. zfedovaci rychlost vztaZend na G&inny cbjem kolony

vystupni koncentrace ethanolu z kolony (1 a 2)
v§stupni koncentrace glukosy z kolony (1 a 2)

E
vytéZnostni koeficient pro ethanol (Yg/s = S-—E]
-
produktivita pro ethanol vztaZend na objem média v kolong Pro pmi plati pmi = Dmi.Ey,

pm2 = Dm2.(E2 — E1)
Dy .E1 a
pi2 = Dg2. (E2 — E1)

Poznamka: Produktivity pm, pf uvedené v zdvorkach u III. a IV. varianty predstavuji produktivitu celého systému.
Produktivita uvedend u druhého stupné& se tyka produkce ethanolu pouze v tomto stupni.

Tento problém ve vyjadfeni produktivity (zékla-
dem pro vypotet miZe byt bud celkovy fermentag-
ni objem, nebo objem biokatalyzdtoru, nebo objem
fermenta&niho média) se vyskytuje vidy pfi apli-
kaci heterogennich biokatalyzdtord. Udaje je moZ-
no navzajem pFepolist, pokud je zndmo mnoZstvi
biokatalyzdtoru v reaktoru. Ziskané hodnoty pro-
duktivit kolem 200 g ethanolu na litr média za ho-
dinu jsou povaZovdny za mimoFddn& dobré. Uve-
domme si, Ze produktivita b&Zn& pouZivaného sys-
tému s recirkulaci kvasinek se pohybuje pod hod-
notou 10 g/1.h. Za t&mito &isly je viak tFeba vidét
i daldi velmi dfileZitou strdnku procesu. Maximal-
nich hodnot produktivit je dosaZeno pfi vysokych
priitocich média a pfi takovych koncentracich sa-
charidu, kdy vznikajici ethanol neinhibuje v§znam-
nd biosyntézu. Tato koncentrace ethanolu byva
mezi 5 aZ 8 % hm. PFi vy38ich koncentracich se jiZ
vjznamng& uplatiiuje vliv a vlastnosti pouZivaného
mikroorganismu. Pro praktickou aplikaci je tfeba
hledat pfedevsim takové podminky, pfi kterych by
krom& produktivity byla vysokéa i koncentrace etha-
nolu (dspory energie pfi destilaci).

ZAVER

Dvoustupiiovy kolonov§ systém s néaplni kvasi-

nek Saccharomyces cerevisiae SL 100 imobilizova-
nych do gelu alginatu védpenatého je schopen dosa-
hovat vysoké produktivity pfi produkci ethanolu.
Vyuziti kvasinek uvolné&nych z pelet gelu pii do-
kvasovani se nejevi vyhodné, protoZe jak jejich
koncentrace, tak pfedeviim jejich aktivita je nizka.
Chemické a biochemické rozdily imobilizovanych
a uvoln&nych bun&k budou popsény v dalsi &&sti
naseho pﬁspévku. Druhy stupeii sestavy s néplni
biokatalyzatoru je vyhodny pro dokvaSeni zbytko-
vého cukru a pro stabilizaci systému. Jeho velikost
z&visi na kinetice biosyntézy ethanolu a na mnoZ-
stvi biokgtalyzétoru v prvnim ¢&lenu. Vzhledem
k tomu, Ze dokvaSovédni probfhd pomaleji neZ hlav-
ni fermentace, je vyhodné, aby objem druhého
stupné byl v&tsi. Pro provozni aplikaci je ddleZité
se orientovat na vysokoproduké&ni kmeny kvasinek
a na reaktory vhodné konstrukce.
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Kvasinky Saccharomyces cerevisiae SL 100 byly imo-
bilizovdny v gelu algindtu vapenatého. Kontinuédlni liho-
vé kvaSeni bylo provedeno v riiznych typech kolon a pfi
zfedovacich rychlostech v rozmezich cd 1,0 do 4,4 h—L
Nejlepsi vysledky byly ziskdny ve fermentorech ve sklo-
néné poloze a v kaskadé reaktordi. Maxim4lni produkti-
vita byla kolem 172 g ethanolu na 1 litr média za ho-
dinu.

Hpaunosa, B. - Puxrepa, M. - Bacapxosa, I'.: Hcnoasso-
BaHHe HWMMOGH/H3HDOBAHHBIX KJETOK ApPOXK¥Ked Saccharo-
myces cerevisiae /i HenpepbLIBHOrO NMPOH3BOACTBA CNHPTA
II. CpaBHeHHe HeCKOJbKHX BAPHAHTOB HENPEPBIBHBIX METO"
A0B KyabTHBHpoBanMs. Ksac. mnpym., 37, 1991, Ne 4,
crp. 100—104.

Jlpox:xku Saccharomyces cerevisiae SL 100 Obiin HMMO-
OHIH3HPOBAHHBI B KaJbllHii aJbrHHaToBom reje. Henpepnis-
HOe GPO)KCHHB OblI10 NpoBeJIeHO B HECKOJbKHX THNAax KO-
JOHHBIX GHOPeaKTOpOB NpH cKopocTH pasGasaenns ot 1,0
no 4,4 yac—!. Campbie JyulHe pe3y/bTaThl TOSABHIHCH NPH
HCNoAbL30BaHHH KacKajbl PeakToOpoB H B peakTopax B Ha-
KJOHHOM NOJIOMKeHHH, MakcHmaJ bHas NMPOAYKTHBHOCTD Gblia
nosyyeHa okoao 172 r sTanoja Ha JIHTp CpPeibl B uac.

Ivanova, V. - Rychtera, M. - Basafova, G.: The Applica-
tion of Immobilized Cells Saccharomyces cerevisiae for
Continuous Ethanol Production. II. Comparison of Seve-
ral Alternatives of the Continuous Method. Kvas. prim.,
37, 1991, No. 4, pp 100—104.

Yeasts Saccharomyces cerevisiae SL 100 were immo-
bilized in calcium alginate gel. Continucus alcohol fer-
mentation was carried out in different types of columns
at dilution rates ranging from 1.0 to 44 h—1. The best
results were obtained in fermentores situated in a lea-
ning position and in cascade of bioreactors. The ma-
ximum productivity was about 172 g ethanol per litre
of medium and hour.

Ivanova, V. - Rychtera, M. - Basafovd, G.: Verwendung
der immobilisierten Zellen der Hefe Saccharomyces ce-
revisiae fiir die kontinuierliche Athanol-Produktion.
II. Der Vergleich einiger Varianten der kontinuierlichen
Methoden. Kvas. prim., 37, 1991, Nr. 4, S. 100—104.

Die Hefen Saccharomyces cerevisiae SL 100 wurden
in Kalziumalginat-Gel immobilisiert. Die kontinuierliche
Alkoholfermentation wurde in verschiedenen Kolonnen-
typen bei Verdiinnungsraten von 1,0 bis 4,4 h-! durch-
gefiihrt. Die besten Ergebnisse wurden bei der Beniit-
zung der Fermentoren in Schréglage und in der Kas-
kade von Bioreaktoren erzielt. Die maximale erreichte
Produktivitdt betrug etwa 172 g Athanol pro Liter des
Mediums und Stunde.



