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1. Uvod

Etanol je produktom mikrobidlnej fermentacie, ktory
ludstvo sprevadza uz tisicky rokov. Okrem tradi¢ného
vyuzitia v priemysle vyroby alkoholickych néapojov sa
etanol stava najrychlejSie rasticim energetickym zdrojom
sicasnosti’. Jednym z doévodov je jednoduchy fakt, e
zdroje konvencnych paliv s vycerpatelné a predpoklada
sa, ze v priebehu nasledujucich rokov dojde
k strojnasobeniu spotreby kvapalnych paliv’. Tento narast
nebude ropny priemysel schopny pokryt’ a hoci je pri su-
Casnej spotrebe ropy nerealna co len predstava, ze by tieto
zdroje boli nahradené v tak kratkom ¢ase inym palivom, je
potrebné ¢o najskor zacat’ s masovou produkciou nahrad-
nych paliv’. Jednym z tychto paliv je aj bioetanol, &ize
etanol produkovany 2z biomasy a pouzivany ako
biopalivo®. Biomasa je na rozdiel od konvenénych zdrojov
fosilnych paliv, zdroj obnovitelny, a teda teoreticky nevy-
Cerpatelny. Okrem toho, pouzitie paliv na baze obnovitel-
nych zdrojov nemd negativny vplyv na bilanciu oxidu
uhli¢itého v atmosfére. Tento faktor nadobuda ¢im d’ale;j,
tym vécsiu dolezitost’, pretoze neustale stipajice mnoz-
stva emisii oxidu uhli¢itého, z pohl'adu mnoZzstva najdole-
zitejSieho sklenikového plynu, vedu ku globalnemu otep-
lovaniu, ktoré sa prave v tomto Case stava predmetom
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zaujmu uZz aj Sirokej verejnosti pre badatelné klimatické
zmeny. Prechod z konvenénych na obnovitelné zdroje
energie je nevyhnutnost’'ou pre trvalo udrZateIny rozvoj na
Zemi.

Smernica Eurdpskeho parlamentu a Rady ¢. 2003/20/
ES (cit.) z 8. maja 2003 o podpore pouzivania biopaliv
alebo inych obnovitenych zdrojov v doprave, stanovuje
referen¢nti hodnotu minimalneho trhového podielu biopa-
liv na 2 % do 31. decembra 2005 a 5,75 % do
31. decembra 2010. Prvy ciel’ nebol v ramci krajin Eurdp-
skej unie splneny (priemerne 1,4 %), dosiahnutie druhého
je zatial otdzne. Jednym z biopaliv uvedenych v tejto
smernici je prave bioetanol a v zdujme splnenia zavizkov
by mala jeho produkcia v najblizSich rokoch aj
v Slovenskej a Ceskej republike prudko stapat’. Pre tunajsi
lichovarsky priemysel to znamena nové prilezitosti, no
sucasne bude potrebné zabezpecit’ nevyhnutni rekonstruk-
ciu jestvujucich zariadeni a inovaciu technologii, resp.
nakup novych.

Hoci je bioetanol jednozna¢nym prinosom pre trvalo
udrzatelny rozvoj, zrejme nie je kone¢nym rieSenim, pre-
toze podrla kritickych $tudii je vyroba bioetanolu zo Skrob-
natych substratov v sucasnosti energeticky nevyhodna
a vyroba je moZnad len na zidklade danovych ulav
a Statnych dotécii. Ani kapacita zdrojov biomasy pre na-
hradenie fosilnych paliv nie je dostatocnid. Napr. USA
v roku 2005 vyrobili 17 mil. m® bioetanolu z kukurice, o
predstavuje len 1 % spotreby pohonnych hmot. Na vyrobu
tohto mnozstva bioetanolu vsak bolo spotrebované mnoz-
stvo kukurice, ktoré bolo vypestované na 18 % celkovej
plochy osiatej kukuricou v USA (cit.?). Sagasnym trendom
je produkcia bioetanolu z lignocelulézovych hydrolyzatov
a aj ked’ je ich spracovanie zatial’ energeticky vel'mi naroc-
né, intenzivny vyskum a vyvoj v tejto oblasti smeruje
k znizeniu ekonomickej narocnosti a zvySeniu efektivity
tohto procesu.

2. Produkéné mikroorganizmy

Jednym z tradi¢nych dovodov, ktoré sa uvadzaju ako
prekazka v rozvoji priemyselnej vyroby bioetanolu, je
nedostatok vhodnych produkénych mikroorganizmov na
konverziu biomasy na palivovy etanol. Nedostatok mikro-
organizmov suvisi s ekonomicky efektivnym vyuZitim
potencialnych substratov’. V sugasnosti sa bioetanol pro-
dukuje najmd zo Skrobnatych substratov a substratov
s vysokym obsahom sachardzy, kym vyhladovo je pred-
metom zaujmu konverzia lignocelul6zovych materidlov
a najmi D-xylozy®. Zial, ziadny mikroorganizmus volne
sa vyskytujuci v prirode nie je schopny efektivne fermen-
tovat’ zmes hexdz a pentdz na etanol. Preto sa metodami
génového inzinierstva pripravuju rekombinanty schopné



Chem. Listy 102, 108—115 (2008)

efektivne konvertovat’ lignocelulézové hydrolyzaty na
etanol. V zasade st mozné dve cesty, a to vloZenie génov
pre konverziu pent6z do nativneho hex6zy fermentujuceho
mikroorganizmu, ako je napr. Zymomonas mobilis alebo
Saccharomyces cerevisiae. Druhou moznostou je naopak
vnaSanie génov pre produkciu etanolu do organizmov
schopnych konvertovat’ Siroké spektrum sacharidov, napr.
Klebsiella oxytoca, Erwinia chrysanthemi alebo Escheri-
chia coli®. Pre $pecifické vlastnosti a rozne vyhody jednot-
livych typov mikroorganizmov prebieha intenzivny vy-
skum v oblasti pripravy vhodnych rekombinantnych kme-
fiov nielen kvasiniek, ale aj baktérii’. Doposial’ viak nie je
zname, ¢i niektory producent bude z ekonomického hl'adi-
ska natol’ko zaujimavy, Ze zaujme miesto preferovaného
produkéného mikroorganizmu v technoldgii vyroby pali-
vového etanolu z lignoceluldézovych hydrolyzatov. Asi
viac pravdepodobnym variantom bude nasadenie réznych
mikrobidlnych producentov ,.Sitych na mieru” podla cha-
rakteru konkrétnej prevadzky.

Tradi¢nym mikroorganizmom liehovarského priemys-
Iu je kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Experimenty
s vyuzitim baktérii ako napr. Zymomonas mobilis
v potravindrskom priemysle neboli Uspesné z dévodu pri-
tomnosti neziaducich sirnych a hnilobnych pachov
a prichuti v kone¢nych produktoch. Je vSak zaujimavé, ze
sa prave tato baktéria popri inych baktériach rodu Lacto-
bacillus a Leuconostoc spolu s kvasinkou Saccharomyces
cerevisiae podiel’a na vzniku ,,pulque® — tradi¢ného mexic-
kého alkoholického napoja pripravovaného fermenticiou
agavovej Stavy. S rozmachom produkcie palivového eta-
nolu vSak doSlo k zvySeniu popularity bakteridlnych pro-
ducentov a k zintenzivneniu vyskumu v tejto oblasti'.

2.1. Baktérie

Baktérie maji oproti kvasinkam niektoré nesporné
vyhody. Ako prokaryotické organizmy su podstatne men-
Sie a nemaju diferencované organely. Rasta preto rychlej-
Sie a maji mensiu spotrebu zivnych latok na produkciu
vlastnej biomasy, rychlost’ produkcie etanolu aj jeho vy-
taznost' je v porovnani s kvasinkami vysSia. Vytaznost’
etanolu Ygoy je definovana takto: Yoy = (Ex—Eo) / (So—Sk),
pricom Ey a E, je koncentrdcia etanolu na konci, resp. na
zaCiatku fermentacie a Sy a Sy je koncentracia substratu na
zaCiatku, resp. na konci fermentacie. Napr. baktéria Zymo-
monas mobilis vykazuje troj- aZ patnasobne vyssiu rych-
lost” produkcie etanolu a vytaznost az 97 % teoretického
maxima vychadzajiceho zo stechiometrie reakcie oproti
Saccharomyces cerevisiae s vytaznostou 90-92 % (cit.").
Na druhej strane vSak maju baktérie vyrazne nizsiu tole-
ranciu voc¢i etanolu, kyselinam a ostatnym inhibitorom,
a preto je tazSie uchranit’ systém od kontaminacie ako pri
pouziti kvasiniek. Dalgou hrozbou pre prevadzky vyuziva-
juce baktérie su bakteriofagy®.

Esencialnym faktorom pre produkciu etanolu je pri-
tomnost’ pyruvatdekarboxylazy (EC 4.1.1.1) — enzymu,
ktory katalyzuje neoxidativnu dekarboxylaciu pyruvatu na
acetaldehyd, pricom sa uvolfiuje oxid uhlicity
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a alkoholdehydrogenazy (EC 1.1.1.1), ktora katalyzuje
redukciu acetaldehydu na etanol. Pyruvatdekarboxyldza
z rdznych organizmov ma rézne kinetické vlastnosti, ter-
malnu stabilitu, a teda aj ini pévodnu sekvenciu DNA’.
Medzi baktérie produkujuce etanol, ktoré maju vlastna
pyruvatdekarboxylazu a alkoholdehydrogendzu patri Zy-
momonas mobilis. Pre potencialne vyuzitie v priemysle
biopaliv sa ukazuju ako slubné aj d’alSie gramnegativne
baktérie: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca a niektoré
druhy rodu Erwinia, ktoré maju prirodzeni schopnost
vyuzivat' Siroké spektrum sacharidov, no nemaju vlastné
enzymy pre biosyntézu etanolu. Produkéné kmene tychto
druhov sa pripravuji metodami génového inzinierstva
vlozenim tzv. PET (portable ethanol production casette)
operonu'’. Potita sa aj s vyuzitim termofilnych baktérii, no
momentéalne je metabolické inZinierstvo v tejto oblasti este
len v zaCiatkoch a s vi¢8im rozvojom sa pocita az
v buducnosti’. Medzi prvé uspeiné experimenty v tejto
oblasti patri priprava rekombinantného kmena druhu Ba-
cillus megaterium, priCom bol obohateny o gény kodujuce
pyruvatdekarboxylazu z baktérie Sarcina ventriculi
a alkoholdehydrogenazu z Geobacillus stearothermo-
philus’. Daldim z potencialne perspektivnych bakterial-
nych producentov etanolu, ktory je predmetom sti¢asného
vyskumu, je aj obligitne anaerdbna baktéria Thermoanae-
robacterium saccharolyticum, ktori sa metédami génové-
ho inZinierstva podarilo upravit’ na efektivny etanol produ-
kujuci mikroorganizmus''.

Zymomonas mobilis je fakultativne anaerébna gram-
negativna palicka, popisand mikrobiologom Lindnerom
v roku 1928 (preto je zndma aj pod ndzvom Zymomonas
lindneri resp. Pseudomonas lindneri). Vyznacuje sa medzi
baktériami dost’ unikdtnou vlastnostou, ktorou je toleran-
cia relativne vysokych koncentracii etanolu. Na rozdiel od
kvasiniek vSak Zymomonas mobilis konvertuje glukézu na
etanol  Entner-Doudoroffovou metabolickou  dréhou.
Vzhl'adom na energeticky vytazok len 1 mol ATP z jedné-
ho molu glukézy z tejto metabolickej drahy, je narast bun-
kovej hmoty maly a produkénd rychlost’ vysoka. Z toho
vyplyva vysoka vytaznost etanolu'. Prekazkou Sirdicho
rozsirenia tejto baktérie najmad pre vyrobu bioetanolu z
biomasy je vyrazne obmedzené spektrum fermentovatel-
nych sacharidov. Zymomonas mobilis skvasuje len gluko-
zu, fruktozu a sachardzu. Pri fermentécii sacharozy sa vsak
moze fruktdza hromadit’ v médiu alebo dochédza k tvorbe
levanu, ¢o vedie k zniZeniu vytaZnosti etanolu. Boli pri-
pravené rekombinanty s vlozenymi génmi pre konverziu
xylozy z Escherichia coli (1995), no efektivitu tejto kon-
verzie sa doposial’ nepodarilo zvysit' na troven, ktord by
bola z ekonomického hradiska akceptovatelna''. Zymomo-
nas mobilis vstupuje na sicasnu scénu priemyselnej vyro-
by etanolu spolu so zverejnenim kompletne osekvenované-
ho genomu (2 056 416 bp). Gendm Zymomonas mobilis
priniesol vysvetlenie mnohych vlastnosti, ktoré tato bakté-
ria vykazuje. Nepritomnost' v&cSiny enzymov pentdza-
fosfatového cyklu, 6-fosfofruktokinazy (EC 2.7.1.11)
a dalsich dvoch enzymov cyklu trikarboxylovych kyselin
sice nezasahuje do biosyntézy aminokyselin, no vyrazne
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limituje vyuzivanie inych sacharidov a ziskavanie energie
respiraciou'”. Tieto poznatky vytvaraji nové moznosti pre
génovych inzZinierov na pripravu kmenov, ktoré budu
schopné okrem glukozy dostatoc¢ne efektivne fermentovat’
aj D-xylozu (d’alej len xyloza) a L-arabindzu (d’alej len
arabin6za) pritomnu v lignocelulézovych hydrolyzatoch,
ktoré maju velky potencial pre vyuzitie v priemysle vyro-
by bioetanolu v blizkej budicnosti.

Escherichia coli je fakultativne anaer6bna gramnega-
tivna paliCkovitd baktéria tvoriaca ciastocne kokoidné
palicky a systematicky je zaradena do ¢elade Enterobacte-
riaceae. Prirodzene sa vyskytuje v 'udskom a zvieracom
traviacom trakte. Sekundarne sa nachadza aj vo vonkajSom
prostredi, priCom sa vyuziva ako indikator fekalneho zne-
Cistenia. VAcSinou sa sprava saprofyticky, no je potencial-
nym patogénom spdsobujicim crevné ochorenia najméd
u Pudi s oslabenou imunitou'®. Vzhladom na to, Ze Esche-
richia coli nie je obligatnou etanol produkujucou bakté-
riou, bolo potrebné tieto vlastnosti dodat’ metodami géno-
vého inzinierstva. Prvé rekombinantné kmene Escherichia
coli boli pripravené uz v osemdesiatych rokoch minulého
storogia. Napr. v roku 1987 pripravili Ingram a spol.'*
rekombinantny kmeil Escherichia coli vnesenim PET ope-
ronu s génmi pyruvatdekarboxylazy (EC 4.1.1.1)
s velkostou 1,7 kbp a génom alkoholdehydrogenazy II
(EC 1.1.1.1) — 1,1 kbp z baktérie Zymomonas mobilis.
Tieto prvé kmene vSak mali nizku efektivitu konverzie
a navyse neboli geneticky stabilné, pretoze bunky sa inkor-
porovaného plazmidu zbavovali a s nim stracali aj Zelané
vlastnosti. V roku 1991 bol pripraveny kmen KO11, ktory
ma plazmid integrovany do chromozomu a je teda dosta-
tocne geneticky stabilny. Tento kmen produkuje etanol zo
vSetkych hemicelul6zovych sacharidov s vytaZznost'ou viac
ako 95 % teoretického maxima'®. V st¢asnosti sa pracuje
na ekonomickej optimalizacii kultivaéného média pre ten-
to kmen a na zvySeni jeho tolerancie voci inhibicnym
vplyvom. Escherichia coli mé& mnozstvo vlastnosti, ktoré
z nej robia skuto¢ne vyhodny mikroorganizmus pre vyuzi-
tie v priemyselnej vyrobe bioetanolu. Patri medzi ne Siroké
spektrum vyuzitenych sacharidov, prakticky Ziadne naro-
ky na komplexné rastové faktory a mnozstvo poznatkov
a skusenosti z uz prebiehajlcich priemyselnych vyrob
vyuzivajucich rekombinantné kmene tohto druhu. Medzi
hlavné nevyhody pouzitia patri tzke spektrum optimalne-
ho pH (6,0-8,0), mensia robustnost’ bakterialnych buniek
v porovnani s kvasinkami a mozny odpor verejnosti voci
prevadzkam vzhladom na potencialnu patogenitu’.

Aj Klebsiella oxytoca je fakultativne anaerobna gram-
negativna palickovitd enterobaktéria, ktora sa prirodzene
vyskytuje v &revnom trakte l'udi a zvierat'’, v odpadovych
vodach z vyroby papiera a buni¢iny a v okoli inych zdro-
jov drevnej hmoty. Je schopna rast’ pri pH do hodnoty 5,0
a teplotach az 35 °C na Sirokom spektre pentdz a hexoz, aj
na celobidze a celotridze. Prave tieto vlastnosti z nej robia
druh zaujimavy pre fermenticie na lignocelulozovych
hydrolyzatoch’. V roku 1991 Ohta a spol.'® pripravili
rekombinantny kmen MS5A1 vnesenim PET operonu
s génmi Zymomonas mobilis, pricom dosiahli vytaznost
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etanolu 94-98 %. Rychlost’ premeny xylozy na etanol je
rovnaka ako glukézy (2 g I"'h™" v prvych 24 h) a oproti
Escherichia coli KO11 je dvojnasobna. Neskor doslo ku
genetickej stabilizdcii kmena inkorporaciou vektora do
chromozoému, no zaroven aj k znizeniu produkénych cha-
rakteristik kmena. Selekciou transformantov sa izoloval
mutant Klebsiella oxytoca P2, ktory vykazuje produkciu
44-45 g 1" etanolu zo 100 g "' glukézy alebo celobiozy
v priebehu 48 hodin, ¢o je na Grovni pévodného kmena
MS5AL. Tento kmen je schopny produkovat’ etanol okrem
tradicnych substratov aj z kaSe pripravenej rozomletim
kancelarskeho papiera s vodou. Cielom génovych inzinie-
rov je pripravit’ variant kmena P2 s vlastnym celulolytic-
kym aparatom v snahe znizit' naklady na pripravu substra-
tu pred vlastnou fermentaciou. V roku 2000 bol pripraveny
kmen SZ21 vnesenim génov pre extracelularne endogluka-
nazy do chromozémovej DNA kmena P2 z baktérie Erwi-
nia chrysanthemi, no produkovana celulazova aktivita bola
len na urovni 1 % vyzadovanej aktivity dosahovanej pri-
davkom komer&nych celulolytickych preparatov’.

Rod Erwinia takisto patri medzi enterobaktérie. Dru-
hy tohto rodu sa vyskytuju na rastlinach, kde pdsobia ako
patogény spdsobujuce blokadu vodného systému. Majt
schopnost’ §tiepit’ pektin'®. Niektoré kmene druhov Erwi-
nia chrysanthemi a Erwinia carotovora boli predmetom
zaujmu pre svoju prirodzenit schopnost metabolizovat’
celobiézu a vicSinu sacharidov vzniknutych rozkladom
hemicelulézy a vysoki rychlost premeny substratu na
etanol (az 2 g I'hh. Aj v tomto pripade boli pripravené
rekombinanty s PET operénom. Tieto druhy disponuji
endoglukanazou (EC 3.2.1.4), pektatlyazou (EC 4.2.2.2)
a komplexom hemicelulolytickych enzymov, ktoré umoz-
nuju rast na va¢Som mnoZzstve substratov, bez nakladnej
enzymatickej predupravy'”.

2.2. Kvasinky

Kvasinky ako eukaryotické organizmy
s diferencovanymi organelami pomalSie rast(i a maju teda
niz§iu produkéntl rychlost’ a nizsi stupeil konverzie sub-
stratu na etanol. No ich vécSie a robustnejsie bunky, hrub-
Sie bunkové steny, rast pri nizkom pH, mensSie naroky na
ziviny a vécsia odolnost’ voci kontaminacii a inhibitorom
im davaju vyhodné postavenie pri komerénom vyuziti
v kvasnom priemysle’. Kvasinka Saccharomyces cerevi-
siae je tradi¢nym mikroorganizmom vyroby alkoholickych
napojov a ako taka je najpreskimanejSou kvasinkou vo-
bec. Preto je aj modelovym jednobunkovym eukaryotic-
kym organizmom v zakladnom vyskume. Sucasné trendy
smerujuce k produkcii palivového etanolu
z lignocelulézovych materidlov vyzaduji schopnost’ pro-
dukéného mikroorganizmu efektivne skvasovat xylozu
a arabin6zu vznikajicu rozkladom hemiceluloz. Saccharo-
myces cerevisiae vSak prirodzene neskvasuje pentozy,
preto je priprava kmefiov s tymito vlastnost’ami predme-
tom génového inzinierstva. Medzi najlepsie kvasinky fer-
mentujice xylozu priamo na etanol, patria kmene druhov
Pichia  stipitis, Candida shehatae a Pachysolen
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tannophilus"’, avsak tieto kvasinky maju limitovanu tole-
ranciu voci etanolu a inhibitorom vznikajicim pri predup-
rave substratu a vyzaduju prisne dodrziavana kontrolovant
aerdciu, preto sa vhodnejSim rieSenim ukazuje priprava
a nasledné pouzitie rekombinantnych kmenov Saccharo-
myces cerevisiae'®. Ako zdroj genetického materidlu pre
tento ucel sa uplatituje najmé Pichia stipitis, ktora produ-
kuje etanol z glukézy, galaktézy, manodzy, xylozy
a celobidzy. Dosahuje vysoké vytazky etanolu
a v bunkich akumuluje len malé mnozstvo xylitolu'®. Za
zmienku stoja aj kvasinky skvasujuce laktozu, ako su Klu-
yveromyces marxianus var. lactis, Kluyveromyces fragilis
a Candida curvata, ktoré by mohli byt potencialne vyuzité
pre produkciu etanolu zo srvéatky, ktord je odpadovym
produktom mliekarenskych vyrob.

Saccharomyces cerevisiae je zastupca radu Endomy-
cetales. Rozmnozuje sa vegetativne multilateralnym puca-
nim, priCcom netvori pravé mycélium a generativne vytva-
ranim askov. Fermentuje glukozu, galaktézu, sachar6zu,
maltozu a rafindézu (lichovarské kmene skvasujii rafindzu
iba do jednej tretiny, disacharid melibiéza sa hromadi
v médiu). Neasimiluje dusi¢nanovy dusik a laktézu. Tvar
buniek je gulovity az ovalny, rozmer 6—7 um x 7,5-8,5 um
(cit."*). Ako uZ bolo spomenuté, postavenie tejto kvasinky
je v priemysle vyroby konzumného etanolu
a alkoholickych napojov neotrasitelné, podobne aj pri
vyrobe palivového etanolu zo Skrobovych hydrolyzatov
a sachardzy je tento producent preferovany, no na priprave
vhodnych kmefniov pre masivne nasadenie v produkcii
etanolu z biomasy sa stale pracuje. Priprava optimalneho
rekombinantného kmetia druhu Saccharomyces cerevisiae
pre efektivnu fermentaciu lignocelulozovych hydrolyzatov
zahfila mnoZstvo faktorov. Prvym z nich je vlastna iniciali-
zacia metabolickej dradhy pre asimilaciu xylozy
a arabindzy. Preto je potrebné do buniek vniest’ gény ko-
dujiice enzymy umoznujice vstup tychto sacharidov do
pentozového cyklu, ktory sa uskuto€iiuje prostrednictvom
xyluloza-5-fosfatu. Tato premenu zabezpecuje bakterialna
xylozaizomeraza (EC 5.3.1.5), katalyzujuca premenu D-
xylozy na D-xylulozu, alebo kvasni¢né enzymy xylozare-
duktaza (EC 1.1.1.21) a xylitoldehydrogendza (EC
1.1.1.9), ktoré zabezpecuju ti istd konverziu avSak cez
medziprodukt xylitol. D-Xyluléza je nasledne aktivovana
xylulokinazou (EC 2.7.1.17) na D-xyluldza-5-fosfat. Pre-
mena L-arabindzy sa uskutociiuje trojkrokovo prostrednic-
tvom bakterialnej L-arabindzaizomerazy (EC 5.3.1.4),
pricom vznika L-ribuldza, ktord sa ribuldzakindzou (EC
2.7.1.16) fosforyluje na L-ribuloza-5-fosfat. Ten sa
v tretom kroku ucinkom enzymu L-ribuldza-5-fosfat-4-
-epimerazy (EC 5.1.3.4) konvertuje na konecny D-xylu-
16za-5-fosfat. Vzhladom na to, ze prvé rekombinanty
s bakterialnou xylozaizomerazou (EC 5.3.1.5) sa neos-
vedgili'’, bol pripraveny rekombinantny kme, do ktorého
boli vlozené gény pre xyloézareduktazu (EC 1.1.1.21)
a xylitoldehydrogenazu (EC 1.1.1.9) z kvasinky Pichia
stipitis. Tento kmenl vSak vykazoval vel'mi nizke hodnoty
rastu a fermentacie na xyloze a takmer vobec ju neasimilo-
val v pritomnosti glukézy. Zistilo sa, Ze je to zapriinené vys-
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Sou afinitou xylozareduktazy (EC 1.1.1.21) pre NADPH ako
pre NADH, kym v dalSom kroku xylitoldehydrogenaza
(EC 1.1.1.9) vyzaduje vyluéne NAD'. To vedie
k nadmernej akumulicii NADPH, ktory v anaerébnych
podmienkach bunka nedokaze recyklovat. V Standardnych
podmienkach sa nadbytok NADPH kompenzuje tvorbou
glycerolu, no pre rast na xyloze je uvedeny mechanizmus
nedostacujuci a dochadza k nadmernému hromadeniu xyli-
tolu. Tento negativny jav je mozné potlacit’ riadenym pre-
vzdu$iiovanim, no bol uz pripraveny aj mutantny kmer,
ktory vykazuje vyssiu afinitu xylézareduktazy pre NADH
ako povodny'®. Druhou pri¢inou je fakt, Ze Saccharomyces
cerevisiae nema $pecificky transportny mechanizmus pre
xylozu. Jej vstup do kvasni¢nej bunky sa uskutociiuje
ulahéenou difuziou cez nespecificky glukdzovy transpor-
tér, no jeho afinita pre xylozu je vel'mi nizka. Preto boli
pripravené kmene s mechanizmom ulahéenej difuzie,
s vyuzitim transportnych proteinov z Debaryomyces han-
senii a neskor aj z Candida intermedia. Rekombinanty
s vlozenou xylozaizomerazou (EC 5.3.1.5) z anaer6bnych
hab rodu Piromyces a v druhom pripade z baktérie Ther-
mus thermophillus, ktoré su vysledkom nedavnych experi-
mentov, vykazujii zaujimavé hodnoty produkcie etanolu
v anaerébnych podmienkach'®. Z hladiska zlep$enia eko-
nomiky prevadzky st zaujimavé a konkurencne vyhodné
kmene, ktoré maju schopnost’ skvasovat’ sucasne xylozu aj
arabinozu. Je pravda, ze obsah xylozy v lignocelulozovych
hydrolyzatoch je vyssi ako obsah arabindzy, avsak napr.
kym v slame je priemerny obsah arabindézy len 3 %
a v kukuriénych $alkoch 5 % a xylozy 16 % a 19 %, tak
v pripade pSeni¢nych otrub to mdze byt’ az 15 % arabindzy
a 19 % xylézy. Prvy takyto rekombinant pripravili len
nedavno v roku 2006 Karhumaa a spol.”’. Pri jeho priprave
vyuzili bakterialnu metabolicku cestu pre arabinozu a gény
pre xylozareduktazu (EC 1.1.1.21) a xylitoldehydrogenazu
(EC 1.1.1.9) z Pichia stipitis. Rekombinant sice fermento-
val obidve pentdzy, no vicSina arabindzy sa konvertovala
na arabitol, ktory sa v bunkach akumuloval.

3. Substraty

Pre produkciu etanolu sa pouzivaju rézne substraty
v zavislosti od toho, na aké ucely bude vyrobeny etanol
pouzity. Kvalita vstupnej suroviny pre potravinarsky prie-
mysel musi samozrejme spiiat’ iné kritéria ako substraty
pre palivovy etanol. AvSak naklady na substrat pre produk-
ciu palivového etanolu tvoria asi tretinu celkovych nékla-
dov, preto je potrebné zostladit vstupny substrat
s produkénym mikroorganizmom tak, aby boli vytazky
etanolu maximalne, ¢o predpokladd maximalne vyuzitie
zloziek substrdtu pri minimalnej produkcii vedlajSich
produktov’. VolIba substratu vyrazne zavisi od pouzitého
produkéného mikroorganizmu, priCom vo vSeobecnosti
plati, ze pre bezné kmene kvasiniek sa pouZzivaji najmi
substraty s obsahom sachar6zy a jednoduchych hexoz.
Tieto substraty st zvycajne produktom hydrolyzy skrobna-
tych substratov, alebo medziprodukty a odpadové produk-
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ty z vyroby cukru. V sucasnosti drviva vacsina komerc-
nych liehovarov produkujtcich palivovy etanol pouZziva
ako surovinu prave takéto substraty a Saccharomyces cere-
visiae ako produkény mikroorganizmus®. Najvagsim sveto-
vym producentom bioetanolu z kukurice st USA, kym vo
vyuziti sachardézovych substratov pre tento tcel je na Cele
Brazilia®.

Fermentacny proces v lichovare moéze prebiehat
vsadzkovo alebo kontinualne. Hoci ma kontinualny proces
svoje prednosti, v siCasnosti je viac rozsirena vsadzkova
fermentacia®*%. Na rozdiel od produkcie alkoholickych
napojov a konzumného etanolu nepracuju vyrobné zaria-
denia na vyrobu etanolu pre palivové ucely v takych pod-
mienkach, v ktorych by bolo mozné dodrzat’ sterilitu vo
vSetkych vyrobnych krokoch. Pri vyrobe sa s chronickymi
kontaminaciami pocita a su tolerované. Velkym problé-
mom su vSak akutne kontaminacie, kedy dochadza
k prerasteniu produkéného mikroorganizmu a dochadza
k vyznamnym ekonomickym stratdim spojenych
s odstavkou vyroby. Medzi najrozsirenejSie bakteridlne
kontaminanty patria druhy rodu Lactobacillus™.

3.1. Substraty s vysokym obsahom
Skrobu

Skrob je zasobny homopolysacharid zlozeny z a-1,4-
a a-1,6- rozvetvenych ret'azcov molekul glukézy pospéja-
nych glykozidovymi vézbami. Hlavnou surovinou
s vysokym obsahom Skrobu pre lichovarsky priemysel je
najma zasluhou USA kukurica, d’alej st to ostatné obilniny
a zemiaky. V USA sa palivovy etanol z kukurice siatej
(Zea mays) vyraba uz od pociatku 20. storocia. Uz vtedy
Fordova automobilka vyrabala vozidla (Ford Model T),
ktoré boli schopné jazdit' popri benzine aj na farmarmi
produkovany etanol. Kukuri€né zrné obsahuji 70-72 %
Skrobu v suSine a pouzitim modernych technologii sa do-
sahuje vytazok az 300 litrov bioetanolu z 1 m’ suchej ku-
kurice. V roku 2004 bolo v USA v prevadzke
76 lichovarov s celkovou kapacitou viac ako 11-10° litrov
kukuriéného bioetanolu. Predpoklada sa, ze v dosledku
zvySeného dopytu sa do roku 2012 produkcia
zdvojnasobi®.

Uprava $krobnatych substratov pred fermentaciou je
dostato¢ne prepracovany proces zahffajuci enzymatické
stekutenie a sacharifikaciu, pricom vznika relativne Cisté
fermenta¢né médium s vysokym obsahom glukézy. Takto
pripravené médium je vhodné na produkciu etanolu kva-
sinkami Saccharomyces cerevisiae. V poslednom obdobi
doslo k vyraznému zlepSeniu ekonomiky a efektivity vyro-
by bioetanolu z tychto substratov, napr. pripravou enzy-
mov, ktoré nevyzaduju tepelna upravu suroviny pred apli-
kaciou alebo pouzitim a-amylaz s optimom v nizkej oblas-
ti pH (cit.®). Pri vyrobe bioetanolu z kukurice sii najrozsi-
renejSie dva spdsoby: suchy a mokry. Pre ekonomiku obi-
dvoch procesov je extrémne ddlezité vyuzitie odpadovych
produktov vznikajtcich pri priprave suroviny. Kukurica je
relativne draha surovina, no obsahuje mnozstvo cennych
vyzivovych latok, a preto st vSetky vedlajSie produkty
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vyuzitel'né ako kvalitné krmoviny. Kym suchy proces je
beného bioetanolu a rychlu navratnost’ investicie, mokry
proces je investiCne aj energeticky ndrocnejsi, no takato
,biorafinéria® vyuzivajuca tato technologiu produkuje
popri palivovom etanole aj mnoZzstvo inych hodnotnych
latok. V suchom procese vznikaju suché lichovarské vy-
palky, vedlaj$im produktom mokrého procesu je kukuric-
ny olej a preparaty s vysokym obsahom kukuri¢ného lep-
ku. Ekonomika prevadzky sa vylepSuje spracovanim oxidu
uhli¢itého, ktory vznika v priebehu fermentacného proce-
su, pre vyuzitie v napojovom priemysle alebo na vyrobu
suchého T'adu. Prvym krokom suchého procesu je zosroto-
vanie suroviny na hrubti muku, ktora sa nasledne rozmiesa
vo vode a pH suspenzie sa upravi na hodnotu 6,0. Pri tep-
lote 80-90 °C dochadza v priebehu najmenej 30 min
k enzymatickému stekuteniu $krobu jeho rozlozenim na
dextriny uc¢inkom pridanej termostabilnej a-amylazy (EC
3.2.1.1). Zmes sa ochladi a po uprave pH na hodnotu
4,5 sa pritomné dextriny pridavkom glukoamylazy (EC
3.2.1.3) rozlozia az na glukézu. Glukoamylaza sa pridava
v takom mnozstve, aby k scukorneniu dochadzalo postup-
ne v priebehu fermentacného procesu, no tak, aby nedoslo
k negativnemu ovplyvneniu Specifickej rychlosti tvorby
etanolu. Potom sa zédpara preCerpa do fermentacnych tan-
kov a zakvasi sa. Casty je pridavok aménnych soli alebo
mocoviny ako zdroja dusika, pripadne je moZné pri pripra-
ve zapary pridat’ proteolytické enzymy, ktoré zabezpecia
dostatok dusika rozkladom kukuriénych bielkovin. Stan-
dardna fermentécia trva 48—72 hodin a kone¢né koncentra-
cia etanolu sa dosahuje na tUrovni 10-12 obj.%.
Z prekvasenej zapary sa oddestiluje etanol a azeotropickou
destilaciou alebo pouZitim molekulovych sit sa oddeli
zvy$na voda a v d’alsom kroku sa denaturuje. Mokry pro-
ces je adaptaciou procesov z vyroby Skrobu. Do procesu
pripravy suroviny su integrované kroky namacania surovi-
ny, separacie klickov a extrakcie klickového oleja, izolacie
gluténu, pripadne aj separacia Skrobu. Pri pouZiti pSenice
sa najprv suchym spdsobom oddelia otruby a klicky, az
potom nasleduje namacanie. Zvysky po izolacii hodnot-
nych vedlajsich produktov vstupuju do procesu predupra-
vy oxidom siri¢itym, potom nasleduje enzymatické steku-
tenie a scukornenie Skrobu podobne ako v suchom
procese™.

3.2. Substraty s vysokym obsahom
sacharo6zy
Sachar6za [o-D-glukopyranozyl-(1—2)-p-D-frukto-

furan6za], je kvasinkami priamo skvasitelna, a teda
v procese pripravy zapary nie je potrebny krok hydrolyzy
substratu na zmes jednoduchych sacharidov. Najviac palivo-
vého etanolu zo sachar6zy sa vyprodukuje v Brazilii, kde
bol uz v roku 1975 spusteny program s nazvom ProAlcool,
¢o bol prvy velky projekt na vyrobu bioetanolu na svete.
Ako surovina sa pouziva sirup z cukrovej trstiny
a melasa’’, kym v Eurépe je zdrojom tychto substratov
cukrova repa a odpady z vyroby repného cukru.
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V sucasnosti viac ako polovica na svete vyprodukova-
ného palivového etanolu pochadza zo sacharézy®*. Vzhla-
dom na klimatické a ekonomické podmienky v Brazilii je
tato krajina najvdcSim producentom palivového etanolu
z cukrovej trstiny na svete. Cukrova trstina (Saccharum
officinarum) obsahuje 12—-17 % sacharidov v biomase,
pricom asi 90 % tvori sachar6za a zvySok zmes glukézy
a fruktézy. Priemernd efektivita extrakcie sacharidov po
rozdrveni v procese pripravy zépary dosahuje 95 %.
V liehovaroch, ktoré produkuja len etanol, sa takto pripra-
veny cukrovy sirup zahreje na 110 °C, ¢im sa eliminuje
mikrobidlna kontaminacia, v niektorych pripadoch sa este
odparovanim koncentruje a nasledne fermentuje.
V pripade kombinovanych cukro-lichovarov, sa najprv
cukorny roztok zahusti, po ochladeni sa odstredia vylucené
krystaly sachar6zy a takto ziskany matecny luh s obsahom
az 65 % rozpustenych sacharidov (melasa) je vstupom do
vyroby etanolu. Aj cukrovy sirup aj melasa zvycajne obsa-
huju dostatok mineralnych latok a zivin pre priamu fer-
mentéciu klasickymi liehovarskymi kvasinkami Saccharo-
myces cerevisiae. Po ukonceni fermentacie sa etanol od-
destiluje a finalizuje obdobne ako pri vyrobe zo Skrobu.
Vedl'aj§im produktom pri vyrobe etanolu z cukrovej trsti-
ny je bagassa, o je trstinova vlaknina po extrakcii cukor-
nej zlozky a lichovarské vypalky v objeme 10 az 15-
nasobku vyprodukovaného etanolu, ktoré su vyuziteIné
v polnohospodarstve na hnojenie*'. Technologia vyroby
etanolu z cukru je na pomerne dobrej Grovni, moznosti
zefektivnenia sa ukazuji v pouZiti tzv. VHG (Very High
Gravity) technologii, tzn. technologii, pri ktorych sa fer-
mentuji vysoko koncentrované substrity, a naslednych
energetickych Gsporach. Najnovsie trendy na druhej strane
smeruju k priprave rekombinantnych kultivarov cukrovej
trstiny, v ktorych by vd’aka pritomnosti prislusnej izomera-
zy dochadzalo ku konverzii sachar6zy na rastlinou neutili-
zovatelny sacharid izomaltulozu a k jeho naslednej aku-
mulécii. Takto by bolo moZné dosiahnut’ aZ zdvojnasobe-
nie celkového obsahu sacharidov v sirupe z pozbieranej
arody cukrovej trstiny®*.

3.3. Lignoceluldézové materidly

Na rozdiel od vyssie uvedenych substratov je zlozenie
biomasy ako substratu pre produkciu bioetanolu vyrazne
rozdielne. Podstatni zlozku tvori celuléza (40-50 %),
nasleduje hemiceluldza (20-25 %) a lignin (15-20 %).
Okrem toho obsahuje malé mnozstvo mineralnych latok,
tukov, rozpustnych sacharidov a ostatnych latok”. Lacnym
a potencialne zaujimavym zdrojom lignoceluldzy je slama,
kukuri¢né sulky, bagassa, midkké drevo ¢i pouzity kance-
larsky papier s obsahom 60-80 % sacharidovej zlozky
v susine””.

Celuléza je Strukturalny polysacharid tvoreny exklu-
zivne retazcami molekul glukozy pospajanymi B-(1—4)
glykozidovymi vézbami. Hoci mé celuléza rovnaké che-
mické zlozenie ako skrob, vzhl'adom na rozdielne vézby
medzi molekulami glukoézy je jej Struktira rozdielna, glu-
koézové retazce su pevne spité, vytvarajuc vysoko krysta-
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licku a kompaktnu latku. Celuldza je vo vode nerozpustna
a je vyrazne odolnd voli depolymerizécii. Hemicelul6za sa
na celulézové mikrofibrily viaze vodikovymi vézbami,
pri¢om vznikd siet’, ktora je zdkladom bunkovej steny rast-
linnych buniek. Molekuly hemicelulézy maji xylanova
resp. glukdnovu kostru s mnoZstvom postrannych retazcov
substituovanych rdéznymi minoritnymi sacharidmi, napr.
manézou, fukozou, arabindzou, galaktézou, kyselinou
glukurénovou apod. Stupen vetvenia a zastipenie jednotli-
vych sacharidov je zavislé na rastline, z ktorej dany mate-
rial pochadza. Pritomnost’ ligninu zvysuje pevnost’ bunko-
vej steny a zvySuje odolnost bunky voci chorobam
a Skodcom®®. Lignin sa kovalentne viaZe na postranné re-
tazce hemicelulozy esterovymi vézbami cez kyselinu feru-
lovi. Lignoceluldoza je kompaktny material, ktory svojou
komplexnostou a odolnost'ou vyrazne zvySuje naklady na
hydrolyzu v porovnani so Skrobom. To je dovod, preco je
v stucasnosti bioetanol z biomasy stale drahsi, ako etanol
pripraveny zo $krobu®. Prvym $tadiom celého procesu je
preduprava vstupnej suroviny, cielom ktorej je rozrusenie
ligninu a uvolnenie kryStalickej Struktiry celuldzy pre
rychlejsiu hydrolyzu a s tym stvisiace efektivnejsie vyuzi-
tie celulolytickych enzymov. Prediprava je z pohladu
ekonomiky jeden z najdrahsich ¢lankov celého vyrobného
procesu’. V tejto fize sa pouzivaji rozne chemické latky,
vel'mi kyslé az vel'mi alkalické prostredie s réznym konec-
nym efektom na surovinu. U¢inok termochemickej pred-
upravy sa prejavuje nielen na cielovej cukornej zlozke
lignocelulozy, ale vznikaji aj latky neZiaduce
s potencialnym inhibi¢nym vplyvom na produkéné mikro-
organizmy, napr. vznik furfuralov v kyslom prostredi
a ferulatov a acetitov v prostredi zasaditom®. Nasleduje
vlastné hydrolyza, pri ktorej sa celuldza Stiepi na jednotli-
vé molekuly glukozy, a to bud’ enzymaticky pouzitim ce-
lulazového preparatu, alebo chemickou cestou U€inkom
sirovej alebo inej kyseliny. Sucasne dochadza aj
k rozkladu hemiceluléz na zmes Strukturdlnych monosa-
charidov. Hydrolyzou ziskana zmes sacharidov je nasledne
fermentovand a poslednym krokom je izoldcia etanolu
z média, ktora sa realizuje destilaciou, prip. kombinaciou
destilacie a adsorpcie®. Pred samotnu fermentéciu sa Gasto
zarad’uje eSte proces detoxikacie inhibitorov vznikajtcich
v procese predupravy a hydrolyzy, ako su slabé organické
kyseliny, derivaty furanu a fenolické latky. Tento krok sa
realizuje pouzitim chemickych ¢inidiel, ako je vapno, ale-
bo fyzikdlnymi metodami, napr. idnovd vymena
a zefektiviiuje fermentacny proces. Na druhej strane vsak
zvySuje naklady prevadzky. V pripade kvasiniek je mozna
aj in situ biologicka detoxikacia inhibitorov, pri ktorej sa
nadexpresiou génu pre alkoholdehydrogenazu (EC 1.1.1.1)
dosahuje redukcia pritomnych inhibi¢nych karbonylovych
zlagenin na prislusné alkoholy'".

Hydrolyza substratu v samostatnom kroku pred vlast-
nym zakvasenim zdpary sa nazyva oddelend hydrolyza
a fermentacia (Separate Hydrolysis and Fermentation —
SHF). Spojenim tychto dvoch krokov, tzn. hydrolyzou
celulozy v pritomnosti fermentujuceho mikroorganizmu
dochddza k tzv. simultdnnej sacharifikdcii a fermentacii
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(Simultaneous Sacharification and Fermentation — SSF).
Ak prebieha hydrolyza celulézy aj hemiceluloz sicasne
s kofermentaciou glukdzy a pentéz vo fermentacnej zmesi
v jednom kroku, ide o simultdnnu sacharifikdciu
a kofermentéaciu (Simultaneous Sacharification and Co-
Fermentation — SSCF). SSF a SSCF znizuju prevadzkové
naklady, pretoze obidva kroky prebiehaju sucasne a nie st
potrebné dva fermentaéné tanky. V pripade SSF a SSCF
je mozné usetrit' ¢as hydrolyzy aj mnozstvo hydrolytic-
kych enzymov, pretoze v dosledku simultannej fermenta-
cie vznikajicich produktov hydrolyzy nedochadza
k inhibicii celuldzovych preparatov, ktoré s vznikajiicou
glukdzou a celobidzou spétnovidzobne inhibované. Tato
vyhoda sa pravdaze vyraznejSie prejavuje pri pouziti mik-
roorganizmov schopnych priamo fermentovat’ celobiézu’.
Do buducnosti sa predpoklada integracia vsetkych krokov
do jedného, ktory si bude vyzadovat' len jeden reaktor
s pouzitim jedného alebo zmesi mikroorganizmov vybave-
nych prislusnym enzymatickym aparatom na hydrolyzu
a fermentdciu substratu. Pre tento koncept bol zvoleny
nazov ,,konsolidovana bioprodukcia“ — CBP (Consolidated
BioProcessing). Zatial’ pren neexistuju vyhovujuce mikro-
organizmy, no z dévodu vysokého ekonomického prinosu
takejto integracie je vyskum mikrobidlnych producentov
orientovany tymto smerom'',

4. Zaver

V sGcasnosti je technoldgia vyroby bioetanolu zo
substratov s vysokym obsahom sachar6zy a $krobu dobre
zvladnuté a bioetanol na palivové ucely produkuju stovky
takychto prevadzok po celom svete. Vyroba bioetanolu
z lignocelulézovych hydrolyzatov je naproti tomu eSte len
v zacCiatkoch a prevadzok vyuzivajucich tuto technologiu
je zatial’ len niekol'ko. Medzi prvé lastovicky patri kanad-
ska spolo&nost’ Iogen Corporation?” a §védska spoloénost’
SEKAB®. Pre vilsie rozdirenie vyroby bioetanolu
z biomasy je potrebné najmi znizit naklady na Upravu
substratu, tzn. znizit' cenu a zvySit' efektivitu procesov
predupravy®®. Jednou z ciest je napr. vyuzitie geneticky
modifikovanych rastlin s disrupciou v géne syntézy ligni-
nu, ktoré maju znizeny obsah ligninu v biomase’, ale aj
zniZenie ceny enzymatickych preparatov. Dalej je to pri-
prava mikroorganizmov schopnych efektivne konvertovat’
na etanol popri hexézach aj pentdzy, v idealnom pripade aj
s vlastnou schopnostou hydrolyzovat' substrat™®. Nevy-
hnutné je aj ekonomické zhodnotenie vedlajSich
a odpadovych produktov procesu ako je napr. lignin, ktory
modze byt vyuZity na zabezpeCenie energetickych potrieb
prevadzky a zvySok predavany ako bezpopolové tuhé pali-
vo. V sucasnosti prebieha vyskum na vyuzitie ligninu, na
zdklade ktorého by sa tato latka mohla stat’ hodnotnou
surovinou pre vyuZzitie v novom odvetvi chemického

priemyslu''.
Dalsie moznosti pre zefektivnenie vyroby palivového
etanolu, ¢i wuz z tradicnych substratov alebo

z lignoceluldozovych hydrolyzatov, prinasaju technologie
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znizujuce prevadzkové naklady, ako st VHG technologie
vyuZzivajice vysoko koncentrované substraty, SSF — simul-
tanna sacharifikacia a fermentacia prip. az ,,konsolidovana
bioprodukcia“ CBP a kontinualizacia vyrobného procesu.

VHG st technologie pouzivajice fermentacné média
s obsahom 27 g a viac rozpustenych latok (extraktu)
v 100 g média. Ich vyhodou je potreba mensicho mnozstva
procesovej vody a celkovej energie, zvySena produktivita
a vysSia koncentracia etanolu v zapare na konci fermenta-
cie. Problémom je v8ak vysoké zat'aZenie buniek osmotic-
kym tlakom a v priebehu fermentacie aj vys$imi koncen-
traciami etanolu ako v pripade $tandardnych technologii®.
Zistilo sa, ze pridavok latok, ako Mg2+ a Ca”" katidnov™,
kvasniéného extraktu®’, peptonu, glycinu, biotinu
a inych®?*? a riadena mikroaeracia® majii ochranny uginok
na bunky kvasiniek v priebehu VHG fermentacii, pozitiv-
ne ovplyviiuju ich rast a viabilitu, znizuji tvorbu vedlaj-
Sich produktov (glycerol), a teda v kone¢nom dosledku
vytazok etanolu.

SSF technologie prinasaju ekonomicky efekt v tom,
ze eliminuji potrebu zariadeni na hydrolyzu substratu,
pretoze scukornenie substratu prebieha priamo vo fermen-
tacnom tanku. Okrem toho je pri tomto procese vyrazne
znizené zatazenie buniek osmotickym tlakom zo strany
substratu, k scukorneniu dochddza postupne v priebehu
procesu a vznikajuci substrat je priebezne fermentovany.
V stcasnosti mnoho liehovarov prechadza na SSF, pretoze
okrem vyssie uvedeného znizuje riziko kontaminacie, zvy-
Suje vytazok etanolu na jednotku substratu a celkove je
menej energeticky naro¢na’’.

Kontinualizicia fermenta¢ného procesu prindsa vyz-
namné ekonomické vyhody, ktoré prichadzaji s vysSou
vytaznostou etanolu, zniZenymi stratami produktu
a environmentalnymi vyhodami. Prinosom je aj vysoka
efektivita na jednotku objemu vyrobného priestoru, preto-
ze koncentracia bunkovej hmoty v reaktore je v porovnani
so vsadzkovym systémom podstatne vysSia, najmi ak sa
kontinualizacia kombinuje s recyklom buniek alebo s ich
imobilizaciou. Recyklus buniek sa méze dosiahnut’ centri-
fugaciou, sedimentaciou flokulujucich kvasiniek alebo
menbranovou filtraciou. Odseparované kvasinky sa vraca-
ju do fermenta¢ného procesu. Pri imobilizacii sa bunky
produkéného kmena viazu na povrch inertného nosica, do
vnutra porovitého materialu alebo uzatvaraja do mikrokap-
sul prip. inych utvarov oddelenych mikroporovitou mem-
branou. Medzi najéastejSie pouzivané imobilizaéné mate-
ridly patria prirodné a syntetické polymérne hydrogély,
ako su alginat vapenaty, agar, k-karagénan, polyuretan,
polystyrén a polyvinylalkohol, pricom imobilizaty méavaju
sféricky alebo SoSovkovity tvar s priemerom 0,3-3,0 mm.
Hoci maju kontinualne systémy mnozstvo vyhod, ich roz-
Sirenie v praxi je zatial’ veI'mi malé. Problémom st vysoké
investicné naklady na vybudovanie systému a niektoré
zatial' nevyrieSené prevadzkové problémy. NajvicSou pre-
kazkou je vsak stale cena nosica, ktory je zrejme determi-

nujtcim faktorom pre rozsirenie tychto systémov>*.
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M. Sulik and D. Smogrovi¢ova (Department of

Biochemical Technology, Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak Technical University, Bratislava):
Bioethanol: Current Trends in Research and Practice

The present and future trends in the applied research

and industrial production of bioethanol are reviewed. The
production is expected to rise quickly in the near future
due to the biofuel strategy of the EU. Bacteria and yeast
commonly used in the production development of specific
microbes that could be useful for its large-scale production
from biomass are described. The most popular substrates
and current technologies in modern bioethanol plants are
discussed.



