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vysoko koncentrovanych substratov
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Abstract

BAFRNCOVA P., SMOGROVICOVA D., FOLTIN T., SLAVIKOVA I.. PATKOVA 1. (2000): Screening of strains of Saccharomyces
cerevisiae for ethanol fermentation of very-high-gravity substrates. Czech J. Food Sci.. 18: 129-136.

A strain usable for fermentation of highly concentrated substrates by very-high-gravity fermentation technology (VHG) was
selected on the basis of fermentation activity of the strains at high initial substrate concentrations and in the presence of
exogenously added ethanol. The capacity of 35 distillery, baker’s and wine strains of yeasts Saccharomyces cerevisiae to ferment
high glucose concentrations was studied in a medium without ethanol addition and with addition of 10% ethanol by volume. Three
strains were selected on the basis of biomass increments, degree of glucose utilization and concentration of produced ethanol.
Maximum concentration of produced ethanol and ethanol productivity expressed as the amount of produced ethanol in a given
volume within a time interval were compared in media with increasing glucose concentrations (250, 300, 350 and 400 g/1). The
highest ethanol concentration (74.4 g/l) and highest ethanol productivity (1.38 g/l/h) was recorded in strain Pz 90 at a glucose

concentration of 400 g/l in medium. An increase in biomass concentration (up to 18 g/l) led to further increase in ethanol
productivity (2.84 g/l).
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BAFRNCOVA P., SMOGROVICOVA D., FOLTIN T., SLAVIKOVA 1., PATKOVA J. (2000): Skrining kmesiov Saccharomyces
cerevisiae pre etanolovi fermentdciu vysoko koncentrovanych substratov. Czech J. Food Sci., 18: 129-136.

Vyber kmetia vhodného pre fermentaciu vysoko koncentrovanych substratov technoldégiou very-high-gravity fermentacii (VHG)
bol uskutocneny na zaklade fermentagnej aktivity jednotlivych kmeiiov pri vysokych pociatoénych koncentracidch substratu
a v pritomnosti externe pridaného etanolu. Schopnost’ 35 liehovarskych, pekarskych a vinnych kmefiov kvasiniek Saccharomy-
ces cerevisiae skvasovat' vysoké koncentracie glukézy (300 g/l) bola sledovani v médiu bez pridavku etanolu a s pridavkom
10 obj. % etanolu. Na zdklade prirastkov biomasy, stupfia utilizicie glukézy a koncentracie naprodukovaného etanolu boli vybrané
trt kmene. V médiach so zvySujicou sa koncentraciou glukézy (250, 300, 350 a 400 g/1) boli porovnavané maximalna koncentracia
naprodukovaného etanolu a produktivita etanolu vyjadrena ako mnoZstvo naprodukovaného etanolu v danom objeme za &as. Pri
koncentracii 400 g/l glukézy v médiu bola najvy3sia koncentricia etanolu (74,4 g/l) a najvysSia produktivita etanolu (1,38 g/l/h)
dosiahnuta pri kmeni Pz 90. ZvySenie koncentricie biomasy (aZ na 18 g/l) viedlo k d’al§iemu zvy3eniu produktivity etanolu (2,84 g/1).

Klacové slova: etanol; Saccharomyces; osmotolerancia; VHG-fermentacia

Very-high-gravity (VHG) etanolova fermentécia jejed- VHG technol6gia umo#iiuje zvysenie vykonu jednotko-
nou z novych perspektivnych inovacii klasickej vsddzko-  vého objemu fermentaénych zariadeni a tieZ podstatné
ve) fermentdcie, ktord je definovand ako fermentdcia  zvySenie finélnej koncentracie etanolu v prekvasenej z4-
vysoko koncentrovanych zépar, obsahujicich viac ako  pare, o zniZuje spotrebu tepla pri destilacii. Pre Gspesnq
300 g extraktu na liter zdpary (THOMAS et al. 1993, 1996).  aplikaciu VHG fermentacie do priemyselnej praxe je dole-
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zity vyber produkéného kmeiia s vysokou osmo- a eta-
noltoleranciou. Takyto produkény kmeri by mal byt’ schop-
ny dosiahnut’ vysoku rychlost’ produkcie etanolu aj pri
vysokych poéiatoénych koncentracidch sacharidov v me-
diu (HARALDSON, BJORLING 1981).

So zvySujucou sa koncentraciou gluk6zy v mediu rastie
osmoticky tlak a zniZuje sa aktivita vody @ . Zmenene
podmienky prostredia sa prejavia inhibiciou rastu buniek,
vyraznym zniZenim ich viability a s tym savisiacim pokle-
som fermentadnej aktivity (D’ AMORE et al. 1990). Inhibi-
cia rastu kvasiniek a ich fermentacnej aktivity vysokou
koncentraciou substratu sa objavuje uz pri koncentracn
gluk6zy 100 g/1. Upln4 inhibicia fermentécie bola pozoro-
vana pri koncentracii glukézy 400 g/l (D’ AMORE, STE-
WART 1987). Inhibicia rastu kvasiniek a fermenta¢nej aktivity
pri vysokych podiatoénych koncentraciach substratu
moze byt sposobena aj nepriamo, ako désledok vysoke)
koncentracie etanolu naprodukovaného pocas fermenta-
cie. Zvy$eny osmoticky tlak sa negativne prejavi aj na
etanoltolerancii kvasiniek. Inhibiény u&inok vysokeho
osmotického tlaku sa da do urlitej miery zniZit' pouZitim
fed-batch systémov, ktoré su z tohto hl'adiska vyhodnej-
Sie ako vsadzkove systemy.

Jednotlivé kmene kvasiniek sa liSia svojou schopnos-
fou tolerovat’ a adaptovat’ sa na vysoky osmoticky tlak
a vysokd koncentraciu etanolu. Od roéznej osmo- a eta-
noltolerancie kvasiniek zavisi ich rychlost’ produkcie eta-
nolu a maximalne mnoZstvo naprodukovaného etanolu,
ktoré su posudzované ako jedny z najdoleZitejSich kriténi
pre vyber produkéného kmeiia. Jednoduchou a najviac
pouzivanou metédou merania etanoltolerancie je posude-
nie rastu kvasiniek v pritomnosti a bez pritomnosti exo-
génne pridaného etanolu (D’ AMORE ez al. 1990). Stadium
etanoltolerancie kvasiniek na zaklade pridavku exogen-
neho etanolu do prostredia nevystihuje iplne toleranciu
buniek vocéi etanolu pocas fermentacie, pretoze vplyv exo-
génneho a endogénneho etanolu na bunku nie je totoZny.
Exogénne pridany etanol mé mensi inhibiny ucinok, prav-
depodobne v dosledku akumulécie intracelularneho eta-
nolu v bunkach najma v podiatonom §tadiu fermentacie
(JONES 1988). Vysoké koncentracie naprodukovaneho eta-
nolu sa daji dosiahnut’ mnohymi kmefimi Saccharomy-
ces cerevisiae za optimalnych fermentaénych podmienok
a pri vhodnom obohateni fermentacného média Zivinami
(THOMAS, INGLEDEW 1990).

MATERIAL A METODY

V préaci boli pouzité lichovarské, pekérske a vinne kme-
ne kvasiniek Saccharomyces cerevisiae pochadzajuce zo
zbierok Centra chemického vyskumu Slovenske) akadé-
mie vied (CCY), Komplexného vyskumného Gistavu vino-
hradnickeho a vinarskeho (RIVE) a Katedry biochemicke;j
technol6gie Chemickotechnologickej fakulty Slovenskej
technickej univerzity, Kultury boli uchovavané na §ikmom
agare so sladinovym extraktom pri 4 °C. KaZdé tri mesiace
boli periodicky preofkovaneé.
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Priprava inokula: Mikroorganizmy boli preo¢kovane
zo Sikmého sladinového agaru (2 o¢ka) do 100 ml inoku-
la¢nej pddy so zloZenim podla OLSONA a JOHNSONA
(1949) v 500ml bankach. Kultivacia prebiehala pri 28 °C na
zavesnej rotaénej trepacke (3 Hz) 24 h za aerébnych pod-
mienok. Kvasinky po 24 h kultivacie v Olson-Johnsono-
vom médiu boli preokované do predfermentatného media
(10 ml inokula do 1 banky so 100 ml média) a opét’ kultivo-
vané pri 28 °C na rota¢ne;j trepatke po dobu 24 h. Nasled-
ne boli kvasinky scentrifugované v sterilnych kyvetach
(10 min, 50 Hz) a rozsuspendované v 10 ml sterilnej desti-
lovanej vody. Takto pripravena biomasa bola pouzita ako
inokulum pre fermentéciu.

Predfermentaéné média obsahovali roztok glukozy
(100 g/1) a roztok soli (kvasni¢ny autolyzat 3 g/l; siran
amonny 5 g/l; dihydrogenfosforeénan draselny 2 g/l; hep-
tahydrat siranu hore¢natého 1 g/l; dihydrat chloridu va-
penatého 0,1 g/1; chlorid sodny 0,1 g/1). Hodnota pH medii
bola upravend na 5,5 roztokom HCI. Roztok glukézy a roz-
tok soli boli sterilizované oddelene, aby sa zabranilo vzni-
ku Maillardovych reakcii. Koncentracie jednotlivych
zloZiek st uvadzané vo vyslednom roztoku po zmieSani
roztoku glukozy a soli. Sterilizacia prebiehala 20 minut pri
tlaku 120 kPa.

Skrining kmefiov: Fermentdcia prebiehala staticky
v skimavkach s kovovymi uzavermi po dobu 96 h pri tep-
lote 30 °C. Na jednotlivé fermentécie bolo pouzité 10%
inokulum vybraného kmena kvasiniek z Olson-Johnsono-
vej inokulaénej pédy. Kultivacné média pre skrining kme-
fiov obsahovali roztok glukézy (300 g/l) a roztok soli
s rovnakym zloZenim ako predfermentaéné media. Vzorky
boii odoberané v ¢asoch 0, 24 a 96 hodin.

Fermentdcie s vpbranymi kmerimi a so zvySenou kon-
centrdciou biomasy. Fermentacie prebiehali za staleho
mieSania v hermeticky uzavretych fermentanych nado-
bach s kvasnym uzaverom po dobu 54 h pri teplote 30 °C.
Celkovy objem média vo fermentoroch bol 100 ml (30 ml
roztoku gluko6zy, 10 ml roztoku soli a 10 ml inokula z pred-
fermentaéného média). Pocas fermentacie bolo pH udrzia-
vané roztokom hydroxidu sodného na hodnote priblizne
5,3. Na analyzu boli odoberané 3 ml vzorky v 4-hodino-
vych intervaloch.

Média pre porovnanie kmefiov pri fermentaciach s roz-
nou koncentraciou glukdzy obsahovali roztok glukozy
(250, 300, 350 alebo 400 g/1) a roztok soli s rovnakym zlo-
zenim ako predfermentacné media.

Média pre sledovanie vplyvu zvySenej koncentracie
biomasy obsahovali roztok glukézy (300 g/1) a roztok soli
(kvasniény autolyzat 12 g/1), koncentréacia ostatnych zlo-
ziek ostala nezmenena.

Analytické metddy: Vo vzorkéach bola stanovovana kon-
centracia sudiny biomasy gravimetricky (105 °C, 5 h), kon-
centracia glukézy reakciou s kyselinou dinitrosalicylovou
(DNS) a koncentréacia etanolu plynovou chromatografiou
(CHROM 5, naplitové koléna Porapack QS, FID detektor).
Viabilita kvasiniek bola stanovovana pocitanim v Blirke-
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rovej komorke po vitdlnom farbeni s metylénovou mod-
rou a vyjadrend ako percento Zivych buniek.

Fermentacné parametre: Vytazok etanolu z maximal-
neho teoretického mmoZstva [%]:

s 100

El’ﬂﬂl‘ max

Stupeii utilizacie glukozy [%]:

Gz ~Gk 100

Z
Vytazok suSiny biomasy z maximélneho teoretického

mnozstva [%]:
5 =82 100

teor max

Vytazkovy koeficient etanolu zo spotrebovanej gluké-

zy [g/g]: % .o
K ~7Z

Gz -Gy
Produktivita etanolu [g/1/h]:

Ex —Ey
Vi
Energia bazalneho metabolizmu [g/g/h]:

Gz _"GE _GB """GK
Bt

kde: E —etanol [g]
G - glukdza [g]
B —suSina biomasy [g]
{—doba fermentécie [h]
V- objem fermentaného zariadenia [1]
Z —na zaciatku fermentacie
K —na konci fermentacie
teor max — teoretické maximum

Pre vypocet energie bazélneho metabolizmu bolo mnoz-
stvo glukoézy spotrebovanej na tvorbu biomasy (Gp) vy-
pocitané zo stanoveného prirastku biomasy na zaklade
beznej vytaznosti (7,8 g biomasy zo 100 g glukézy za an-
aerobnych podmienok). Mnozstvo glukdzy spotrebova-
nej na tvorbu etanolu (G,) bolo vypoéitané z mnoZstva
vyprodukovaného etanolu na zéklade teoretickej vytaz-
nosti (51,14 g etanolu zo 100 g glukdzy).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Skrining liehovarskych, pekarskych a vinnych kmeiiov

Zakladnou poZziadavkou pre vyber vhodného kmena
kvasiniek pre fermentaciu technolégiou very high gravity
je rychlost’ produkcie etanolu, tolerancia k produktu, ale
najma dobra fermentacna aktivita aj pri vysokych poéia-
toénych koncentraciach substratu. Na zéklade tychto kri-
terii sme sledovali schopnost’ jednotlivych kmetiov
skvasovat vysoké koncentracie glukézy (300 g/1) v médiu
bez pridavku etanolu a s pridavkom 10 obj. % etanolu.

Sledovanymi parametrami boli prirastok biomasy, stupeit
utilizacie glukézy a koncentracia naprodukovaného eta-
nolu.

Do skriningu bolo zaradenych 19 lichovarskych a pe-
karskych kmetiov kvasiniek (tab. 1). Narast biomasy nad
2,6 g/l sme pozorovali u kmeiiov OHF, Alltech a Pz 90, a to
v mediu bez exogénne pridaného etanolu. Vo fermentaé-
nom mediu s obsahom 10 % obj. etanolu vykazoval vy&si
narast biomasy len kmeifi Pz 90, ktory dosiahol prirastok
biomasy az 1,2 g/l. Kmen Nytany K2 napriek slabému na-
rastu biomasy v médiu bez etanolu bol v pritomnosti exo-
génneho etanolu v porovnani s ostatnymi kmefimi
schopny pomerne dobrého rastu (az 0,8 g/l).

Dalgim sledovanym parametrom bol stupef utilizécie
glukézy v médiu bez a s pridavkom etanolu (10 obj. %).
Vysoky stupefi utilizicie glukézy (64 %) sme v médiu bez
pridavku etanolu pozorovali pri kmefioch CCY 22-3-42,
Seliko K1, S17, OHF a Pz 90. Pri kmeni Alltech bol stano-
veny stupeii utilizacie az 65 %. AvSak v médiu s exogénne
pridanym etanolom bola utilizicia sacharidov vyrazne niz-
S1a, stupenl konverzie glukézy viac ako 10 % bol dosiah-
nuty iba pri piatich kmefioch.

Délezitym kritériom pre vyber vhodného kmefia uréené-
ho pre etanolovi fermentéciu je koncentricia naproduko-
van¢ho etanolu. V médiu bez exogénne pridaného etanolu
boli kmene kvasiniek OHF, Alltech, Pz90a Pz 172 schopné
naprodukovat v priebehu 96 h fermentacie viac ako 9,3 %
obj. etanolu. Aj s prihliadnutim na odpar exogénne prida-
ného etanolu moZno dospiet’ k zaveru, Ze viésina kmetiov
kvasiniek nie je schopné v pritomnosti az 10 obj. % exo-
genne pridaného etanolu naprodukovat' vyznamné mnoz-
stvo etanolu. Vynimku tvoria kmene CCY 21-4-26, OHF
a Pk 17, pr1 ktorych koncentrécia etanolu po 96 hodinach
fermentacie bola vys$§ia nez 7,0 % obj. Nizka produkcia
etanolu v médiu s exogénne pridanym etanolom bola spre-
vadzana aj slabym narastom biomasy a nizkym stupiiom
utilizacie glukozy.

Okrem liehovarskych a pekérskych kmetiov kvasiniek
bolo testovanych aj 16 hlbokoprekvasajticich vinnych
kmenov kvasiniek, pretoZe sa predpokladala ich dobré eta-
noltolerancia a fermenta¢na aktivita (tab. 2). U vinnych
kmefiov RIVE 10-13-5, RIVE 10-13-14a RIVE 10-25-10 bol
v médiu bez pridavku etanolu pozorovany narast bioma-
sy nad 2,6 g/l. V médiu s pridavkom etanolu vykazovali
narast biomasy nad 0,5 g/l tri kmene: RIVE 10-13-14, RIVE
10-25-3 aRIVE 10-35-5. Vinne kmene v8ak boli v pritom-
nosti exogénne pridaného etanolu schopné niZsieho ras-
tu v porovnani s iehovarskymi a pekarskymi kmefimi.

V mediu bez pridavku etanolu bol dosiahnuty vysoky
stupen utilizacie glukdzy (nad 61 %) pri Styroch kmeitoch
(RIVE 10-13-5,RIVE 10-13-14,RIVE 10-35-37 a RIVE 15-1-
463). Vinne kmene kvasiniek v porovnani s pekarskymi
a liechovarskymi, nevykazovali v médiach s pridavkom
10 obj. % etanolu takmer Ziadnu fermenta¢ni aktivitu.

Kmene RIVE 10-13-5,RIVE 10-13-14, RIVE 10-35-37, RIVE
15-1-416 a kmen Hlinik boli schopné naprodukovat’ viac

131



Vol. 18, No. 4. 1 29-136

CZECh J. Food Sci.

Tab. 1. Parametre statickej fermentacie pri koncentracii glukézy 300g/1, teplote 30 °C, v médiu bez pridavku a s pridavkom
etanolu (10 obj. %) po 96 h pre testované lichovarské a pekarske kmene — The parameters of static fermentation at glucose
concentration 300 g/, temperature 30 °C, in medium with and without ethanol addition (10% by volume) after 96 hrs for the

tested distillery and baker’s strains

Kenedi Prirastok l:ai«::rnrms:,'2 [g/1] Stuperi utilizacie glukozy 3 [%] Koncentracia etanolu” [obj. %]
S. cerevisiae bez E E bez E E bez E E
CCY 21-4-26 2,0 0,2 60 0 9,2 7,0
CCY 21-4-63 2.2 0,9 59 0 6,3 5,6
CCY 21-4-67 2,3 0,9 62 9 8,1 6,5
CCY 21-4-71 2.2 0,4 63 24 9,1 5,7
CCY 22-3-42 2.4 —0,1 64 6 | 8,6 5,9
Nyany K2 1.5 0,8 14 0 1,7 6,8
Seliko K1 2,1 0 64 10 8,3 6,0
S 17 2.0 0 64 13 8,2 6,6
E7 1,9 0,1 54 0 8,7 6,7
OHF 2,9 -0,1 64 11 9,3 7,4
Alltech 2,6 0,4 65 16 9,5 6,0
Fleischmann 2. 0,2 45 0 7.3 6.8
Red Star 22 0,6 47 0 8,2 6,9
Pk 17 2,2 0,6 51 0 8.9 7,3
Pz 90 2.9 1,2 64 10 | 9,7 6,8
Km 22 1,6 0,3 47 0 7.8 6,2
Pz 172 1,6 0.4 57 0 9.3 6,3
1120 1,9 0.4 45 0 1,5 6,3
CO SFRH 21 0 54 19 5,9 6.4

I.I_ =

e

bez E = médium bez exogénne pridaného etanolu — without E = medium without exogenously added ethanol
E = médium s obsahom 10 obj. % exogénne pridaného etanolu — E = medium with 10% by volume of exogenously added ethanol

Istrain; Zbiomass increment; *degree of glucose utilization; “ethanol concentration

ako 9,3 obj. % etanolu. AvSak v médiach s pridavkom
10 % obj. etanolu kvasinky neboli schopné produkovat
vacsie mnoZstva etanolu, vynimkou boli iba kmene RIVE
10-13-3 aRIVE 15-1-423.

Vzhl'adom na vysoky nérast biomasy, stupefi utilizacie
glukézy a najmi koncentraciu naprodukovaného etanolu
boli pre d'al8ie experimenty pouzité kmene Saccharomy-
ces cerevisiae Pz 90, OHF a Alltech.

Porovnanie fermenta&nej aktivity vybranych kmenov

Stadium etanolovej fermenticie s vybranymi kmefimi
kvasiniek bolo zamerané na porovnanie zakladnych para-
metrov fermentacie jednotlivych kmenov v médiach so zvy-
Sujticou sa koncentriciou glukozy. Po¢iatoCna koncentracia
biomasy sa pri jednotlivych fermentaciach pohybovala
v rozmedzi od 2 do 3 g/l. Pri v8etkych fermentaciach po
kratkej lag-faze nastal exponencialny nérast biomasy, ale
v neskorsich $tadidch fermentacie sa koncentracia bioma-
sy zniZzovala. Pokles koncentracie biomasy bol pravdepo-
dobne sposobeny lyzou buniek v dosledku vysoke)
koncentracie substritu a etanolu a uvol'fiovanim ich vnut-
robunkového obsahu do prostredia. Najvy3Sie prirastky
biomasy boli pozorované pri koncentracii glukézy 250 g/l.
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Vsadzkové fermentacie prebiehali po dobu 54 h, kedy
sa uz koncentracia naprodukovanc¢ho etanolu nezvyso-
vala. V médiu v3ak ostalo eSte vel'ké mnozstvo nespotre-
bovanej gluko6zy. Stupei utilizacie glukdzy so zvySujiicou
sa koncentraciou glukézy vo fermentaénom mediu postup-
ne klesal. NajniZ§ie hodnoty boli dosiahnuté v médiu
s koncentraciou glukozy 400 g/, kde stupen konverzie
gluko6zy pre kmeti Pz 90 predstavoval 48 %, pre kmen OHF
51 % a pre kmeii Alltech len 40 % (tab. 3).

Maximalna koncentracia naprodukovaného etanolu sa
so vzrastajucou koncentraciou glukézy v prostredi po-
stupne zniZovala (obr. 1). Najvy38ie dosiahnute mnozstvo
etanolu bolo stanovené v médiu s koncentraciou glukozy
250 g/l pri fermentacii s kmetiom OHF. Dosiahnuta hod-
nota maximalnej koncentracie etanolu 94,98 g/l predsta-
vuje az 74,3 % z teoretického mnozstva etanolu pocitaneho
na celkovil po¢iatoéni koncentraciu glukézy (tab. 3). Hod-
noty maximalnych koncentrécii etanolu pre kmene Pz 90
a OHF boli v médiach obsahujtcich 250, 300 a 350 g/l glu-
kézy podobné. Fermenticiami s kmefiom Alltech boli
v porovnani s kmefimi Pz 90 a OHF dosiahnuté nizSie
koncentracie naprodukovaného etanolu. V médiu s po-

¢iatoénou koncentraciou glukozy 400 g/l bola najvyssia
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lab. 2. Parametre statickej fermentacie pri koncentracii glukézy 300 g/l, teplote 30 °C, v médiu bez pridavku a s pridavkom
ctanolu (10 obj. %) po 96 h pre testované vinne kmene — The parameters of static fermentation at glucose concentration 300 g/,
temperature 30°C, in medium without and with ethanol addition (10% by volume) after 96 hrs for the tested wine strains

K] Prirastok biomasy’ [g/1] Stupeii utilizacie glukozy ° [%] Koncentracia etanolu® [obj. %]
S. cerevisiae bez E E bez E E bez E E
RIVE 10-13-3 2,3 0,2 53 0 8,6 7.0
RIVE 10-13-4 2,1 0,4 50 0 7,1 5,4
RIVE 10-13-5 2,6 0,4 62 0 10,2 6,7
RIVE 10-13-6 2.3 0,2 51 0 7.9 6,3
RIVE 10-13-14 2,9 0,6 62 0 9.3 6,4
RIVE 10-25-3 2,0 0,6 50 0 8,1 6,3
RIVE 10-25-10 2.7 0,2 53 0 3,8 6,4
RIVE 10-35-5 2,3 0,5 47 0 7.4 6,1
RIVE 10-35-8 2,2 0 49 0 8,3 6,7
RIVE 10-35-37 2.4 0 61 0 9.3 6,3
RIVE 15-1-416 2,2 -0,2 59 0 10,6 6,8
RIVE 15-1-423 1,4 0 27 0 5,6 7,1
RIVE 15-1-465 2.3 0,4 69 0 8,6 6,0
Bratislava 1.4 0,4 53 8 0.0 6,3
Hlinik 1,6 0,4 | 57 0 10,1 6,4
Myslenice 1,8 0,3 27 0 6,2 6,1

bez E = médium bez exogénne pridaného etanolu — without E = medium without cxogenously added ethanol
E = médium s obsahom 10 obj. % exogénne pridaného etanolu — E = medium with 10% by volume of exogenously added ethanol

'strain; biomass increment; 3degree of glucose utilization; 4ethanol concentration
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Obr. 1. Zavislost’ maximalnej koncentracie etanolu od podia-
tocnej koncentracie glukézy vo fermenta¢nom médiu pri vsadz-
kovych fermentéaciach s kvasinkami §. cerevisiae Pz 90, OHF
a Alltech — Relation between maximum ethanol concentration
and initial glucose concentration in fermentation medium dur-
ing batch fermentations with the yeasts S. cerevisiae Pz 90,
OHF and Alltech

Bpza0
0 BOHF
CAlllech

Produktivita etanolu' [g/1/h]
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250
Podiatoéna koncentracia glukézy? [g/1]
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Obr. 2. Zavislost’ produktivity etanolu od poéiato¢nej koncen-
tracie glukdzy vo fermentadnom médiu pri vsadzkovych fer-
mentaciach s kvasinkami S. cerevisiae Pz 90, OHF a Alltech
— Relation between ethanol productivity and initial glucose
concentration in fermentation medium during batch fermenta-
tions with the yeasts S. cerevisiae Pz 90, OHF and Alltech
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Tab. 3. Parametre etanolovej fermentécie kvasinkami S. cerevisiae OHF, Alltech a Pz 90 pri koncentracii glukozy v médiu 250, 300,
350 2 400 g/1. Pociatoéna koncentracia biomasy v rozmedzi 2-3 g/l, koncentracia kvasni¢neho autolyzatu 3 g/ | — The parameters
of ethanol fermentation with the yeasts S. cerevisiae OHF, Alltech and Pz 90 at glucose concentrations in medium 250, 300, 350
and 400 g/1. Initial biomass concentration ranged from 2-3 g/l, concentration of yeast autolysate 3 g/l

S. cerevisiae OHF

— —

S. cerevisiae Alltech | S. cerevisiae Pz 90

pociato¢na koncentracia glul»:i:‘frz}rz [g/1]

Fermentaéné parametre’ :

250 300 350 400 | 250 300 350 400 | 250 300 350 400
Maximalna dosiahnuta
koncentracia etanolu3 [g/1] 9498 89.76 92,63 67,46 | 7527 72,19 6825 62,73 | 89,24 85,74 89,31 74,40
VytaZok etanolu z max. |
teoretického mno¥stva® [%)] 74,3 58,5 51,8 33,0 | 58,9 47,1 38,1 30,7 | 698 559 499 364
Stupedi utilizicie glukézyS [%] 79 71 67 51 | 63 56 48 40 f 80 79 69 48
Vytazok biomasy z max. |
teoretickéhe mno¥stva’ [%] 4,7 3,9 3,4 4,8 5,1 3.2 3,8 46 | 6 34 32 30
Vytazkovy koeficient
etanolu z glukozy” [g/g] 0,465 0398 0,381 0,341 | 0,448 0431 0438 0,391 | 0419 0,348 0,407 0,375

|

Energia bazalneho |
metabolizmus [g/g/h] 0,044 0,108 0,159 07239( 0,02 0,036 0,035 0,133 | 0,05 0,152 0,092 0,138
Viabilita na za¢iatku |
fermentacie’ [%] 90 86 86 86 87 87 87 87 89 89 89 89
Viabilita na konci
fermentacie!® [%] 47 69 73 70 68 39 56 35 50 47 46 b

I

TR — e

'fermentation parameters; “initial glucose concentration; 3maximum achieved ethanol concentration; *ethanol yicld from max.
theoretical quantity; *degree of glucose utilization; ®biomass yield from max. theoretical quantity; Tcoefficient of ethanol yield from
glucose; ®energy of basal metabolism; 9viability at the beginning of fermentation; 'Oviability at the end of fermentation

koncentracia naprodukovaného etanolu (az 74,4 g/l) pozo-
rovana pri fermentacii s kmetiom Pz 90 (tab. 3).

Pri1 niZ8ich koncentraciach glukozy vo fermenta¢nom
médiu (250-350 g/1) bola najvyssia produktivita etanolu
(1,76, resp. 1,78 g/l/h) stanovena pri fermentaciach s kme-
fiom OHF (obr. 2). Pri koncentracii glukozy 400 g/l v porov-
nani s fermenticiami pri niz8ich koncentraciach produktivita
etanolu vyrazne poklesla. Najvyss§ia produktivita etanolu,
az 1,38 g/l/h, bola pri tejto koncentracii glukdzy dosiahnu-
ta pri kmeni Pz 90.

Energia bazalneho metabolizmu predstavuje tu Cast’ zo
spotrebovanej glukdzy, ktord nebola pouZita na tvorbu
etanolu ani biomasy, ale na udrZanie Zivotnych pochodov
bunky. Jej hodnota v pripade v8etkych testovanych kme-
hov kvasiniek réstla so zvySovanim koncentracie gluko-
zy v médiu. Najvyssia hodnota bola dosiahnuté pri kmeni
OHF, kedy sa energia bazélneho metabolizmu zvy3ila
z hodnoty 0,044 g/g.h (pri koncentracii glukozy 250 g/l)
na 0,239 g/g/h (pri koncentracii 400 g/1).

Porovnanim produktivit jednotlivych etanolovych fer-
mentacii testovanych kmefiov bol ako kmen vhodny pre
skvasovanie vysoko koncentrovanych substratov vybra-
ny liehovarsky kmei kvasiniek S. cerevisiae Pz 90. Pr1 kme-
ni Alltech boli pozorované niZ§ie produktivity a aj nizsie
koncentracie naprodukovaného etanolu v porovnani
s kmeniom Pz 90. Pri niz8ich koncentraciach glukozy (250
az 350 g/l) mali kmene OHF a Pz 90 porovnatel'né maximal-
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ne dosiahnuté koncentracie etanolu a produktivity eta-
nolu. Av8ak pri koncentricii 400 g/l glukézy v médiu bola
pri kmeni Pz 90 dosiahnuta najvy$§ia koncentracia etano-
lu 74,40 g/l a najvyssia produktivita etanolu 1,38 g/l/h.
Stupen utilizacie glukézy bol v tomto pripade 48 %. Dob-
r4 fermentadna aktivita pri vysokych koncentraciach glu-
kézy v médiu bola rozhodujicim vyberovym kritériom.

Vplyy zvySenej koncentracie biomasy

Zvysena koncentracia buniek maé pozitivny vplyv na prie-
beh etanolovej fermentacie. THOMAS a INGLEDEW (1992)
uvadzajl, Ze pri vysokych inokulaénych davkach je mozné
dosiahnut’ koncentraciu etanolu az 21,5 % ob)., a to aj bez
zvySeného obsahu kvasnitného extraktu alebo inych Zzi-
vin. Pouzitim vysokej koncentracie buniek sa da dosiahnut
zv{senie rychlosti etanolovej fermentacie a hibky prekva-
senia aj pri teplotach nad 40 °C (D’AMORE ef al. 1989).
Porovnanim produkcie etanolu réznymi koncentraciami bi-
omasy mozno ziskat’ informécie o vhodnosti vyuZivama
vysokych koncentracii buniek pri VHG-fermentaciach.

Etanolové fermentacie prebiehali pri koncentraciach
biomasy 4, 6 a 18 g/l v médidch s koncentraciou glukozy
300 g/l a so zvysenou koncentraciou zdroja dusika vo
forme kvasniéného autolyzatu (12 g/1). Maximéalna kon-
centracia etanolu bola pri koncentracii biomasy 18 g/l
dosiahnutd uz v 35.h,pri6 g/l v46.h,aprid g/lazv 52. h
fermentacie (obr. 3). Najvyssia koncentracia naproduko-
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vaného etanolu 100,6 g/1 (¢o zodpoveda 12,75 % obj.) bola
stanovena pri koncentréacii biomasy 18 g/l. Maximalna pro-
duktivita etanolu (2,87 g/1.h) bola tieZ dosiahnut4 v médiu
s najvy3Sou koncentraciou biomasy, ¢o v porovnani
s produktivitou pri koncentrécii 4 g/l predstavuje zvyse-
nie 0 38 %. Stupefi utilizacie glukézy bol pri koncentrécii
4 g/l biomasy vo fermentaénom médiu 97 % a pri koncen-
traciach 6 a 18 g/l az 99 % (tab. 4).
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Obr. 3. Zavislost maximalnej koncentracie etanolu a pro-
duktivity etanolu od koncentracie biomasy vo fermentaénom
médiu pri vsadzkovych fermentaciach s kvasinkami S, cerevisiae
Pz 90 — Relation between maximum ethanol concentration and
ethanol productivity, and biomass concentration in fermenta-
tion medium during batch fermentations with the yeasts
S. cerevisiae Pz 90

Pri1 zvySenej koncentrécii biomasy a zvy$enom pridav-
ku kvasni¢ného autolyzétu 12 g/l (tab. 4) bol oproti fer-
mentacii s koncentraciou biomasy 2—3 g/l a kvasni¢ného
autolyzatu 3 g/l (tab. 3) s kmetiom Pz 90 dosiahnuty vy3si
vyt'azok biomasy z teoretického mnoZstva. Jeho hodnota
stipla z 3,4 % (tab. 3) na 7,6 % pri po¢iato¢nej koncentra-
cii biomasy 4 g/l, resp. na 6,3 a 8,2 % pri koncentracidch
biomasy 6 a 18 g/l (tab. 4). ZvySen4 koncentracia kvasnic-
neho autolyzatu sa prejavila aj zvySenim stupiia utilizacie
gluko6zy, koncentracie vyprodukovaného etanolu a vy-
tazku etanolu z maximalneho teoretického mnoZstva eta-
nolu pocitaného na po€iato¢nt koncentraciu glukozy.

Porovnanim parametrov jednotlivych fermenticii moz-
no konstatovat, Ze zvySena pociatoénad koncentracia
biomasy sa vyrazne neprejavila na vytazku etanolu z teo-
retického mnozstva etanolu poéitaného na pociatotna
koncentraciu glukdzy, stupni utilizacie glukdzy a na vy-
taZkovom koeficiente etanolu zo spotrebovanej gluko-
zy. Mnozstvo naprodukovaného etanolu sa zvysilo iba
05 % (295,78 na 100,60 g/1). ZvySena koncentracia bioma-
sy (18 g/1) mala v8ak pozitivny vplyv na rychlost’ fermen-
tacie, Co sa prejavilo zvySenou produktivitou etanolu

(2,87 g/l/h) v porovnani s ostatnymi testovanymi koncen-
traciami buniek (4 a 6 g/1).
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Tab. 4. Parametre etanolovej fermentacie kvasinkami S. cerevi-
siae Pz 90 pri rdznych koncentracidch biomasy (4, 6 a 18 g/l).
Pociato¢na koncentracia glukézy 300 g/l a kvasni¢ného autolyza-
tu 12 g/l — The parameters of ethanol fermentation with the
yeasts §. cerevisiae Pz 90 at different biomass concentrations
(4, 6 and 18 g/1). Initial glucose concentration 300 g/l, concen-
tration of yeast autolysate 12 g/

Poéiato¢na koncentracia

Fermentacné :
parametre biomasy” [g/1]

4 6 18
Maximalna dosiahnuta
koncentracia etanolu® [g/1] 95,78 97,68 100,6
Vytazok etanolu z max.
teoretického mnoZstva* [%] 62,4 63,7 63,6
Stupeti utilizacie glukézy® [%] 97 99 99
Vytazok biomasy z max.
teoretického mnoZstva® [%] 7,6 6,3 8,2
Vytazkovy koeficient
etanolu z glukézy” [g/g] 0,321 0,317 0,324
Energia bazalneho
metabolizmu® [g/g/h] 0,132 0,123 0,063
Viabilita na zadiatku
fermentécie® [%] 97 97 97
Viabilita na konci
fermentacie'? [%] 13 16 18

'fermentation parameters; Zinitial biomass concentration; 3max-
imum achieved ethanol concentration; *ethanol yield from max.
theoretical quantity; *degree of glucose utilization; Sbiomass vield
from max. theoretical quantity; "coefficient of ethanol yield from
glucose; 3energy of basal metabolism; ®viability at the beginning
of fermentation; '®viability at the end of fermentation

Praca bola zamerana na skrining kmefiov kvasiniek Sac-
charomyces cerevisiae, urenych pre VHG fermentaciu.
Spomedzi 35 testovanych kultir boli vybrané tri najvhod-
nejsie, ktoré by v8ak mali byt’ d’alej 5l'achtené, aby boli
dosiahnuté fermentaéné parametre vhodné aj pre praktic-
ke vyuzitie. ZvySenie vytazkov etanolu a produktivity by
bolo moZné dosiahnut’ aj pouzitim recyklu biomasy, alebo
fed-batch systému. Vyznamny stimulaény efekt na priebeh
fermentacie ma aj obohatenie kultivaéného média o rozne
vyzivove doplnky a protektivne latky (BAFRNCOVA et al.
1999).
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