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1.Wprowadzenie

Fermentacja nalezy do najstarszych proceséw biotechnologicznych. Jej
zalety i atrakcyjno$¢ sprawiaja, ze jest ona nadal ciggle badana i rozwijana.
Jednym z gtéwnych kierunkdéw zastosowania procesdéw fermentacyjnych jest
otrzymywanie etanolu z biosurowcow. Tradycyjnie ich fermentacje prowadzi
sie w reaktorach okresowych, otrzymujac roztwor pofermentacyjny o stezeniu
7-12% etanolu. Produkty wytwarzane w procesie fermentacji sa jednoczesnie
jej inhibitorami i stad, wraz ze wzrostem stezenia etanolu w brzeczce zmniej-
sza sie szybkos$¢ biokonwersji (1). Dla szczep6w gorzelniczych drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae znaczne ograniczenie ich wzrostu obserwuje sie od
stezenia 8% etanolu w brzeczce (2). Selektywne wydzielanie z fermentujacego
podtoza tworzacych sie metabolitow pozwala utrzymac dobre warunki prze-
biegu procesu fermentacji i zwiekszyé produktywnos¢ bioreaktora. Najcze-
$ciej do wydzielania z brzeczki tworzacego sie alkoholu stosuje sie:

« fermentacje prozniowa, ktéra umozliwia ciggte oddestylowywanie eta-
nolu przez zastosowanie obnizonego ci$nienia i temperatury nieszkod-
liwej dla rozwoju drozdzy (np. 35°C i 53,2 hPa) (1,3):

« fermentacje potaczona z ekstrakcja, gdzie etanol jest usuwany z uktadu
za pomocyg selektywnego rozpuszczalnika (4-6);

+ fermentacje potgczong z separacja membranowa, gdzie powstajace to-
ksyczne metabolity usuwane sa z brzeczki dzieki selektywnemu wy-
dzielaniu przez membrane (7-9).

Ze wzgledu na wysokg selektywnos$¢, zalety ekonomiczne oraz zachowaw-
Iczo$¢ wzgledem substancji aktywnych, procesy separacji membranowej znaj-
duja coraz szersze zastosowanie w technologiach biochemicznych. Potgczenie
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reaktora biologicznego z membranowym weziem separacyjnym prowadzi do
utworzenia bioreaktora membranowego. Prowadzenie w takim reaktorze pro-
cesu fermentacji pozwala na wydzielanie z fermentujacej brzeczki tworzacych
sie metabolitow przy jednoczesnym zatrzymaniu w przestrzeni reakcyjnej droz-
dzy i substratow. O rodzaju wyodrebnionej z brzeczki frakcji decyduje rodzaj
zastosowanej techniki membranowej. W przypadku uzycia technik cisnienio-
wych zasadniczg role odgrywa rozmiar poréw zastosowanych membran. Tak
tez mikrofiltracja (MF) pozwala zatrzyma¢ mikroorganizmy, ultrafiltracja (UF)
umozliwia wyodrebni¢ makroczasteczki, a nanofiltracja (NF) zatrzymuje cza-
steczki (np. Ca2+). Techniki te umozliwiajg immobilizacje enzymu w prze-
strzeni reaktora, jak réwniez zwiekszenie w nim stezenia biomasy (10).

Zastosowanie membran selektywnych umozliwia w procesie perwaporacji
(PV) wydzielenie z brzeczki niskoczasteczkowych, wybranych sktadnikoéw, jak
np. etanolu. Obecnie przewazajg jednak koncepcje zastosowania tej techniki
membranowej do usuwania wody ze stezonych roztworéw alkoholu w celu
jego odwodnienia (11).

Do wydzielania etanolu z brzeczki zastosowa¢ mozna réwniez destylacje
membranowg (MD) (12). W prezentowanej pracy badano otrzymywanie eta-
nolu przez fermentacje cukru w bioreaktorze potgczonym z ukiadem do de-
stylacji membranowej.

2. Destylacja membranowa

Destylacja membranowa jest operacjg jednostkowa, w ktorej réznica prez-
nosci pary wynikajaca z odmiennej temperatury i skfadu roztworéw w war-
stwach przymembranowych, powoduje transport czasteczek pary lotnych skiad-
nikbw nadawy przez pory hydrofobowej, niezwilzonej membrany (13).

W procesie MD stosowane sg mikroporowate membrany wykonane z po-
limeréw hydrofobowych jak polipropylen, politetrafluoroetylen, czy poli(fluo-
rek winylidenu) (14). Waiamkiem podstawowym MD jest zachowanie fazy
gazowej w porach membrany w trakcie procesu. Zwilzenie membrany powo-
duje nieselektywny przeptyw objetoSciowy rozdzielonych membrang roztwo-
row i destylacja membranowa ustaje.

Mechanizm rozdziatlu w MD wynika z réwnowagi para-ciecz ustalajgcej
sie po obydwoéch stronach membrany, na granicy nadawa/membrana i mem-
brana/destylat. Roztwor zasilajacy (nadawa) ma z reguly w MD wyzszg tem-
perature od roztworu przeptywajacego po drugiej stronie membrany (desty-
lat). Powoduje to, ze preznos$¢ parcjalna lotnych sktadnikéw uktadu jest wyz-
sza po stronie nadawy, co wywotuje ich dyfuzje przez gaz wypetniajacy pory
membrany do destylatu (15).

W przypadku destylacji membranowej wodnych roztworéw substancji nie-
lotnych, jak sél czy cukier, jedynym lotnym sktadnikiem nadawy jest woda
i tylko ona jest przenoszona w postaci pary przez membrane. Pozwala to
uzyskac, niezaleznie od stopnia zanieczyszczenia nadawy, wode destylowang
0 przewodnictwie wiasciwym ponizej 1 jiS/cm, pozbawiong bakterii i wiruséw
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n'll Rys. 1. Zasada rozdziatu sktadni-
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(16). Rozpuszczone w nadawie sktadniki nielotne obnizajg, zgodnie z prawem
Raulta, prezno$¢ paiy nad roztworem. Powoduje to zmniejszenie roznicy prez-
nosci pary przez membrane i w efekcie obserwuje sie zmniejszanie uzyski-
wanego strumienia destylatu (wody) wraz ze wzrostem stezenia nadawy. Z te-
go wzgledu w celu wyznaczenia maksymalnego strumienia destylatu w MD,
mozliwego do uzyskania w danych warunkach prowadzenia procesu, jako
nadawe stosuje sie wode destylowana.

W przypadku wodnych roztworéw substancji lotnych beda one transpor-
towane przez membrane razem z parg wodng. O skiadzie uzyskiwanego de-
stylatu decyduja w tym przypadku wartosci wspoétczynnikéw lotnosci po-
szczegoOlnych skitadnikéw nadawy. Destylujgc w MD roztwor woda-etanol,
przez membrane uzyska sie przeptyw zaréwno etanolu jak i pary wodnej.
Jednak w danej temperaturze lotno$¢ etanolu jest wyzsza i dlatego uzyski-
wany destylat wzbogacany bedzie w etanol. Dla rozciericzonych roztworow
alkoholu (do 10%) mozliwe jest uzyskanie destylatu o stezeniu etanolu 3-5
razy wiekszym niz w nadawie. Dzieki temu zastosowanie bioreaktora pota-
czonego z uktadem do destylacji membranowej pozwala obok usuwania szkod-
liwych metabolitow uzyska¢ wstepne zatezenie produktu.

W proponowanym rozwigzaniu ciepta fermentujgca brzeczka przettaczana
jest przez moduty MD. Cze$¢ uzyskanego destylatu jest schtadzana i zawra-
cana do modutdbw membranowych, gdzie petni role kondensatora dyfundu-
jacej przez membrane pary. Zasade przebiegajgcego rozdziatu przedstawiono
na rysunku 1. Lotne skiadniki brzeczki, jak woda, etanol i inne metabolity,
odparowujg na granicy brzeczka/membrana. Wytworzona para przeptywa na
druga strone membrany, gdzie kondensuje w strumieniu zimnego destylatu.
Porowata membrana umozliwia réwniez dyfuzje dwutlenku wegla z nasyconej
nim brzeczki. Wszystkie skiadniki nielotne, jak cukier, pozywki i drozdze,
zostajg zatrz3nnane przez membrane i powracajg do bioreaktora. Usuwanie
toksycznych metabolitébw powoduje, ze dalsza fermentacja przebiega w ko-
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Rys. 2. Schemat instalacji doswiadczalnej. 1 — bioreaiktor; 2 — termostat: 3 — modut
MD; 4 — pompa: 5 — zbiornik destylatu; 6 — chitodnica; 7,8 — zawory.

rzystnych warunkach. Wprowadzenie tlenu do recyrkulujgcego destylatu
umozliwia jego dyfuzje poprzez membrane do brzeczki.

3. Materiaty i metody

Badania doSwiadczalne fermentacji cukru z jednoczesnym wydzielaniem
tworzacych sie lotnych produktéw prowadzono w instalacji przedstawionej
na rysunku 2. Bioreaktor stanowit umieszezony w termostacie zbiornik o po-
jemnosci 5,5 dm”. Bioreaktor pofgczony byt poprzez pompe z modutem do
destylaeji membranowej. W module zamontowano hydrofobowe polipropyle-
nowe membrany kapilarne o Srednicy dz/d”™ = 2,6/1,8 mm. Porowatos¢ cal-
kowita membran wynosita 73%, a $redni rozmiar poréw byt réwny 0,2 pm.
Nadawa (fermentujgca brzeczka) przeptywata wewnatrz membran. Sumary-
czna wewnetrzna (robocza) powierzchnia membran byfa réwna 0,05 m”. Prze-
strzenig miedzyrurkowg modutu MD plynat destylat, schtodzony do 293°K
(20°C). Przeptywajacy przez membrane strumiern permeatu (etanol + woda)
wyznaczano przez pomiar przyrostu objetosci destylatu. Strumien etanolu
(w przeliczeniu na 100% alkohol), obliczano na podstawie pomiaréw stezenia
etanolu w destylacie,

W celu sterylizacji uktad przed badaniami ptukano 10% roztworem H2S04 a
nastepnie wodg destylowana. Fermentacje etanolowa cukm prowadzono w spo-
sob okresowy. Roztwor fermentujacy sporzadzano wlewajac 5 dm” roztworu
sacharozy (produkt handlowy) rozpuszczonej w przegotowanej wodzie wodo-
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ciggowej z dodatkiem 0,5 g/dm” mocznika. W badaniach zastosowano roztwory
cukru o stezeniu 50, 100 i 150 g /dm”. Nastepnie do roztworu o temperaturze
303°K (30°C) wprowadzono liofilizowane handlowe gorzelnicze drozdze Saccha-
romyces cerevisiae rasy Bcl6a w ilosci 5 g/dm”. Rehydratacje prowadzono
przez 30 min, cato$¢ okresowo mieszajac. Po okresie rehydratacji ustalano
temperature fermentacji, ktérg prowadzono z okresowym przettaczaniem brze-
czki poprzez modut MD (zawory: 7 otwarty, a 8 zamkniety — rys. 2). Obieg
destylatu instalacji MD w chwili startowej napetniano wodg destylowang
(0,5 dm”). Fermentacje przebiegaly w temperaturach 303°K (30°C) i 309°K
(36°C), znajdujacych sie w zalecanym dla uzytych drozdzy zakresie temperatur
(17,18). Proces fermentacji okresowej prowadzono przez kilkadziesigt godzin,
przy czym ukiad do destylacji membranowej ze wzgledéw technicznych pra-
cowat 5-6 godzin na dobe. Dla czasu wiaczenia i wytaczenia uktadu MD wy-
konywano analize zawartosci cukru i alkoholu w brzeczce i destylacie.

W celach poréwnawczych kazda fermentacje wspomagang przez destylacje
membranowg powtdrzono z odtaczonym uktadem MD (zawory: 7 zamkniety,
a 8 otwarty — lys. 2). Uklad recyrkulacyjny wigczano na 5-6 godzin w ciggu
doby, podobnie jak w przypadku fermentacji z dotgczonym uktadem MD.

W celu okreslenia wptywu stezenia cukru na wielko$¢ uzyskiwanego stru-
mienia permeatu (wody) w MD wykonano serie pomiaréw dla temperatury
nadawy 303°K (30°C), 308°K (35°C) i 313°K (40°C), przy state] temperaturze
destylatu réwnej 293°K (20°C). Jako nadawe zastosowano roztwory cukru
0 stezeniu 50, 100 i 150 g/dm” i wode destylowang (dla wyznaczenia ma-
ksymalnego strumienia).

Analize zawartosci cukru w fermentujacej brzeczce prowadzono za pomocg
refraktometru Abbego. Pobrang do analizy probke odwirowywano w celu usu-
niecia komérek drozdzy, a nastepnie filtrowano przez filtr membranowy MIL-
LEX-HV firmy MILLIPORE, o $rednicy poréw 0,45 pm. Przefiltrowang probke
(10 ml) umieszczano w suszarce prozniowej i odparowywano w celu usuniecia
etanolu w temperaturze 343°K (70°C) pod cisnieniem 0,03 MPa. Odparowy-
wEinie prowadzone przez 30 minut pozwalato uzyskaé okoto 50% redukcje
objetosci probki. Ubytek objetosci uzupetniano woda destylowcma i mierzono
refrakcje roztworu. Zawarto$¢ cukru odczytywano z krzywej wzorcowej.

Stezenie etanolu w brzeczce i destylacie oznaczano za pomoca chroma-
tografu gazowego GC-14 A firmy Shimadzu z detektorem FID na kolumnie
kapilarnej DB-WAX o S$rednicy 0,53 mm i dtugosci 30 m.

Do pomiaru wartosci pH brzeczki zastosowano mikrokomputerowy pH-
metr CI-316 firmy Elmetron.

4. Wyniki i dyskusja

Poréwnujac wyniki przebiegu prowadzonych fermentacji wskazuje sie, ze
fermentacje wspomagane procesem destylacji membranowej przebiegaty
szybciej i z wiekszga wydajnoscia. Na rysunku 3 przedstawiono zmiany wy-
dajnosci w trakcie trwania procesu fermentacji w zaleznosci od warunkéw
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Wydajnos¢, g EtOH/g cukru

Rys. 3. Zmiany wydajnosci procesu fermentacji prowadzonej w uktadzie z MD (linie ciagte)
i bez MD (linie przerywane) dla brzeczek o réznym stezeniu poczatkowym cukru (g/dm”). Grubosé
linii: cienka-50 g cukru/dm”, $rednia-100 g cukru/dm” i gruba-150 g cukru/dm”. Temperatura
fermentacji 309°K.

jej prowadzenia. Na podstawie tendencji zmian wydajnosci wskazuje sie, ze
w czasie pierwszych kilku godzin wydajnos¢ procesu fermentacji wzrasta az
do osiggniecia pewnego maksimum, ktdrego wartos$¢ jest uzalezniona od ste-
zenia cukru w brzeczce: od okolo 0,4 EtOH/g cukru dla roztworu 150 g
cukru/dm” do okoto 0,5 g EtOH/g cukru dla roztworu 50 g cukru/dm”.
W dalszym okresie w przypadku fermentacji bez wydzielania jej lotnych pro-
duktéw zaobserwowano ciggly spadek wydajnosci procesu (linie przerywane).
Odmiennie natomiast zachowywaty sie fermentacje wspomagane procesem
destylacji membranowej (linie ciagte). Wydajno$¢ tych proceséw wykazywata
ciagla tendencje wzrostowa, dazac do teoretycznej wartosci 0,53 g EtOH/g
cukru. Obliczone wartosci wydajnosci w poszczeg6lnych przedziatach czasu
wyraznie zalezaty od stanu pracy ukiadu MD (wigczony-wytgczony). Uktad
MD po raz pierwszy wigczano (na 5-6 godzin) po okoto 20 godzinach fer-
mentacji. Spowodowato to wyrazny wzrost wydajnosci procesu (linia punkto-
wa). Wydajnos$¢ procesu wzrastata rowniez w kotejnych okresach pracy ukta-
du MD, okoto 45 i 67 godzin fermentacji. Najwyzszg wydajnos$¢ btiskg 0,51 g
EtOH/g cukru uzyskano dla roztworu 50 g cukru/dm”, a najnizsza okoto
0,47 EtOH/g cukru dla roztworu 150 g cukru/dm”. W okresach z wytgczo-
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Stezenie cukru, c [g/cm”?]

Rys. 4. Zmiany stezenia cukru w brzeczkach o réznym jego stezeniu poczgtkowym (g/dm~)
fermentujacych w ukfadzie z/bez MD. Temperatura fermentacji 309°K.

nym uktadem MD wydajno$¢ konwersji cukru do etanolu stabilizowata sie,
wykazujac niewielkie zmiany wzrostu lub spadku.

Prowadzenie fermentacji w bioreaktorze membranowym, w poréwnaniu
z klasycznym reaktorem zbiornikowym, pozwolito nie tylko na zwigkszenie
wydajnosci procesu, ale réwniez na uzyskanie wigkszej szybkosci przemiany
cukru do etanolu. Zmiany stezenia cukru w brzeczce w czasie fermentacji
przedstawiono na rysunku 4. W przypadku fermentacji prowadzonej w spo-
séb klasyczny nachylenie krzywych zmian stezenia cukru jest praktycznie
state. Dla procesu prowadzonego w bioreaktorze membranowym w czasie
pracy uktadu MD zaobserwowano znaczne zwiekszenie szybkosci ubytku cu-
kru w brzeczce. Dzieki temu mozliwe jest skrdcenie czasu fermentacji w po-
rownaniu z klasyczng fermentacjg okresowa. W procesie destylacji membra-
nowej przez membrane z brzeczki przenoszone sg nie tylko lotne produkty
fermentacji, ale réwniez znaczne ilosci wody. Dla prowadzonych badan sta-
nowity one 5-10% poczatkowej objetosci brzeczki. Powoduje to jej ciggle za-
tezanie i stad rzeczywiste ubytki cukru sg jeszcze wieksze od wynikajgcych
z danych przedstawionych na rysunku 4. Zatezanie brzeczki pomimo ciggtego
ubytku cukru pozwala na utrzymanie jego korzystnego podwyzszonego ste-
zenia do konca fermentacji. Wielko$¢ strumienia wody przenoszonego przez
membrany w uzytimi zestawie doswiadczalnym MD uzyskane podczas zate-

biotechnologia 3 (42) '98



154 Marek Giyta, Antoni Waldemar Morawski

Strumien wody, Nh,o [I/m~d]

Rys. 5. Zmiany strumienia permeatu (wody) w zaleznosci od stezenia cukru w nadawie i jej
temperatury. Temperatura destylatu 293°K.

zania czystych roztworéw cukru przedstawiono na rysunku 5. Uzyskiwany
strumien permeatu (wody) wyraznie ro$nie wraz ze wzrostem temperatury
nadawy, co jest wynikiem wzrostu preznosci pary wodnej wraz z tempera-
turg. Wzrost stezenia cukru w nadawie spowodowat obnizenie uzyskiwanego
strumienia permeatu, co mozna wytlumaczy¢ tym, ze prezno$¢ pary nad
roztworem obniza sie ze wzrostem stezenia substancji w nim rozpuszczonych.
W przypadku badanego procesu fermentacji ograniczenie strumienia wydzie-
tanej ze stezonych brzeczek wody mozna uzna¢ za zjawisko korzystne. Nie-
korzystne byloby ograniczenie wydzietania inhibitujacych produktéw fermen-
tacji. Na rysunku 6 przedstawiono wyniki na podstawie ktérych wskazuje
sie, ze wplyw stezenia cukru w brzeczce na wielko$¢ uzyskiwanego w MD
strumienia etanolu (w przeliczeniu na alkohol 100%) jest zauwazalny, ale
nie jest tak istotny jak w przypadku strumienia wody. Przepltywajacy przez
membrany stmmienn etanolu zalezy natomiast zasadniczo od temperatury
brzeczki i ro$nie wraz ze wzrostem stezenia etanolu w brzeczce.

Wraz z uptywem czasu fermentacji coraz wigksze ilosci cukru zostajg
przetworzone na alkohol i jego stezenie w brzeczce wzrasta. Rosngce stezenie
etanolu powoduje niekorzystne oddziatywanie na komérki drozdzy i proces
fermentacji ulega zahamowaniu. Wieksza wydajno$¢ i szybko$¢ konwersji
cukru do etanolu w fermentatorze membranowym mogtaby przyspieszy¢ wy-
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Strumien etanolu (100%), Negnh [kg/m~d]

Rys. 6. Zmiany strumienia etanolu przeptywajgcego przez membrane w zaleznosci od tem-
peratury i stezenia etanolu w brzeczkach roznigcych sie stezeniem poczatkowym cukru (g/dm”).

stagpienie zjawiska inhibicji. Uzyskane w badanych brzeczkach stezenie eta-
nolu nie miato jednak decydujgcego wptywu na przebieg ich fermentacji,
gdyz wskutek usuwania alkoholu nie osiggnieto poziomu stezen niekorzyst-
nych dla aktywnosci drozdzy (1). Poréwnujac stezenia etanolu w prowadzo-
nych fermentacjach {rys. 7) wskazuje sie, ze stezenie etanolu utrzymywato
sie na stosunkowo niskim poziomie, nizszym nizby to wynikato z itosci zu-
zytego cukru (rys. 4). Przyczyng tego byta niska wydajnos¢ konwersji cukru
do etanolu w fermentacji prowadzonej klasycznie, a w przypadku fermenta-
tora membranowego wydzielanie etanolu w ukladzie MD,

Poczatkowa warto$¢ pH fermentujacych brzeczek wynosita okoto szeSciu
i obnizata sie systematycznie w trakcie trwania fermentacji. Po dobie trwania
fermentacji odczyn brzeczek oscylowat w granicach pH = 4 i podczas naste-
pnej godziny jej trwania obnizat sie juz nieznacznie, do koricowej wartosci
pH = 3,8. Niskie wartosci pH moga Swiadczy¢ o wystepowaniu zakazenia
bakteryjnego w badanych uktadach, ktére wpltywa na zmniejszanie sie wy-
dajnosci konwersji cukru do etanotu. Pomimo podobnego czasowego rozkia-
du zmian wartosci pH w brzeczkach fermentujacych z i bez wspomagania
procesem MD, w tym ostatnim przypadku uzyskano zdecydowanie wyzsze
wartosci wydajnosci przemiany cukru do etanotu.
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Stezenie etanolu, c”oh [g/dm”]

Czas fermentacji, t [godz.]

Rys. 7. Zmiany stezenia etanolu w brzeczkach o réznym stezeniu poczatkowym cukru (g/dm”)
fermentujacych w uktadzie z/bez MD. Temperatura fermentacji 309°K.

Zastosowanie fermentatora membranowego pozwala na odprowadzanie
z brzeczki nie tylko etanolu, ale réwniez innych ubocznych produktéw fer-
mentacji. Nadawaly one uzyskiwanemu w uktadzie MD destylatowi zapach
charakterystyczny dla nierektyfikowanego etanolu. Przez membrane przeno-
szone byly réwniez znaczne ilosci dwutlenku wegla. Usuwanie z brzeczki
tych substancji, ktére podobnie jak etanol sg inhibitorami fermentacji, byto
zapewne przyczyng obserwowanych zalet prowadzenia fermentacji w reakto-
rze membranowym.

5. Wnioski

Destylacje membranowg mozna z powodzeniem zastosowaé do wydzielania
lotnych skiadnikéw z fermentujgcych brzeczek. W czasie kilku miesiecy pracy
modutu MD nie zaobserwowano negatywnego wptywu rozdzielanych brzeczek
na zamontowane w nim hydrofobowe polipropylenowe membrany.

Prowadzenie fermentacji w bioreaktorze membranowym poprzez selekt}Avne
usuwanie powstajacych produktéw fermentacji pozwala na znaczne przyspie-
szenie jej przebiegu oraz zwiekszenie jej wydajnosci. Uzyskcina w badaniach
wydajno$¢ konwersji sacharozy do etanolu wynosita 0,47-0,51 g EtOH/g
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cukru dla fermentacji z uktadem MD i 0,35 - 0,45 g EtOH/g cukru dla fer-
mentacji prowadzonej bez usuwania jej produktow.

Zastosowanie bioreaktora membranowego pozwala na przeprowadzenie
fermentacji stezonych roztworéw cukréw, co jest utrudnione ze wzgledu na
znaczny wzrost stezenia etanolu w reaktorach klasycznych.
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Ethanol production in membrane bioreactor

Summary

A membrane bioreactor for alcohol fermentation is presented in this paper. Membrane di-
stillation process was used for the removal of ethanol. The ethanol fluxes through the polypro-
pylene membrane were approximately 2-3.5 kg EtOH/m~d. The yield of ethanol equals 0.45-0.51
g EtOH/g sugar was obtained.
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