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1. Wprowadzenie

ostatnieh tatach opublikowano wiele prac na temat zastosowania unie-

ruchomionych komoérek drozdzy lub bakterii do otrzymywania alkoholu

etylowego metoda poiciagta lub ciggla (1). Zalety stosowania immc
lizowanych komoérek w fermentacji alkoholowej spowodowaly, ze zaintereso-
wanie tym procesem nieustannie zwieksza sie, tym bardziej, ze etanol od cza-
su Swiatowego kryzysu energetycznego traktowany jest w wielu krajach jako
rezerwowe zrédto energii i paliw (2). Na szczegblna uwage zastuguje mozliwosé
wigczenia tej technologii do wykorzystania olbrzymich zapaséw serwatki oraz
roslinnych surowcow odnawialnych, stanowigcych podstawowe produkty ubo-
czne przemystu rolno-spozjwczego (3,4).

Unieruchamianie drozdzy w produkcji etanolu oparte jest dotychczas
gtéwnie na putapkowaniu (inkluzji) w zelach, ktdre polega na fizycznym za-
mknieciu komérek wewnatrz struktury polimeru formowanego hajczesciej
w postaci kulek. Sposréd licznych nosnikéw uz}wanych do putapkowania
drozdzy (agar, alginian, karaginan, pektyna, poliakryloamid, zelatyna) na
szczegoOlng uwage zastugujg zele agarowe. W literaturze mozna spotka¢ do-
niesienia na temat wykorzystania komoérek drobnoustrojow unieruchomio-
nych w kulkach agarowych do produkcji etanolu, ksylitolu i kwasu mleko-
wego (5,6).

Naturalne zele agarowe odznaczajg sie nietoksycznoscia, duza stabilnoscia
oraz wytrzymatoscig mechaniczng i mikrobiologiczna, ale sg przy tym kruche
i tamliwe. Ich zastosowanie do immobilizacji komodrek jest czesto ograniczone
ze wzgledu na utrudniona dyfuzje tlenu i innych skiadnikéw do wnetrza
zelu oraz ograniczony transport na zewnatrz nosnika produktow utworzo-
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nych przez unieruchomione w nim komorki (7). W zwigzku z tym opracowano
szereg metod polegajacych na udoskonaleniu niektérych wiasciwosci zeli aga-
rowych. Jako przykitad moze stuzy¢ agar porowaty, otrzymywany poprzez
kopolimeiyzacje agaru i alginianu i odptukaniu z uzyskanej mieszaniny at-
ginianu wapnia za pomocg buforu fosforanowego (8). Utworzony zet odznacza
sie wysoka porowatoscig. Cecha ta jest szczeg6inie wazna w procesach fer-
mentacyjnych, w ktdrych zachodzi wzrost komorek i wydzietanie duzej itosci
gazéw. Unieruchamianie komodrek w agarze porowatym pozwala na swobodne
wydzielanie produktéw gazowych w trakcie fermentacji, co zapobiega z kolei
mechanicznemu rozrywaniu nosnika i uwalnianiu komorek.

We weczesniejszych badaniach wyselekcjonowano drozdze Candida pseu-
dotropicalis zdolne do wytwarzania duzych ilosci etanolu na podtozu z laktozg
i zageszczona serwatkg (9). Celem pracy byto okrestenie optymalnych wa-
runkow dta przebiegu fermentacji alkoholowej prowadzonej przez unierucho-
mione w zelu agaru porowatego komorki C. pseudotropicalis oraz ich wyko-
rzystanie w procesie okresowej (poiciagtej) fermentacji podtozy zawierajgcych
laktoze.

2. Materiaty i metody

2.1. Mikroorganizm i podtoza hodowlane

Drozdze Candida pseudotropicalis 65 przetrzymywano w temp. 4°C na
skosach agaru brzeczkowego. Do namnazania biomasy stuzyta pozywka Hug-
hesa z 2% laktozg (10).

Fermentacje alkoholowa prowadzono na podtozu Hughesa zawierajagcym
120 g/t laktozy (podioze L). Permeat serwatkowy, zawierajacy 85,25% lakto-
zy, uzyskano z Akademii Rolniczo-Technicznej w 01sztSmie. Podtoze fermen-
tacyjne z dodatkiem permeatu (P) wykonano w dwu wariantach; P+ i P-.
Podtoze P- uzyskano przez rozpuszczenie 140 g permeatu serwatkowego w 1 |
wody destylowanej (koncowe stezenie laktozy wynosito 12%). Podtoze P+ przy-
gotowano przez uzupetnienie podioza P- solami mineralnymi i ekstraktem
drozdzowym o skifadzie identycznym jak w pozywce Hughesa. Serwatke kwa-
sowg o0 pH 4,3 i stezeniu laktozy 3,92-4,20% otrzymano z Okregowej Spot-
dzielni Mleczarskiej w Lublinie. Serwatke odbiatczano trzykrotnie przez
ogrzanie w autoklawie w temp. 117°C przez 5 min i sgczenie na sgczku
z bibuty filtracyjnej. Po zageszczeniu na wyparce prézniowej uzyskano dwa
warianty podioza serwatkowego (S) réznigce sie stopniem zageszczenia. Pod-
toze okreslane w dalszej czesci pracy jako S2 bylo zageszczone 2,8-krotnie
(zawartos¢ laktozy 10%), a S3 3-krotnie (zawartos¢ laktozy 12%). Odczyn
wszyskich pozywek fermentacyjnych ustalano na poziomie 5,0, a nastepnie
rozlewano je w ilosci po 100 ml do kolb stozkowych o pojemnosci 300 ml
i wyjatawiano w temp. 117°C w czasie 10 min.
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2.2. Immobilizacja

Namnozong mase drozdzy (24-godzinna hodowla) unieruchamiano metodg
putapkowania w zelu agarowym (8,11). Kulki ($rednica 2,5-3,0 mm) formo-
wano przez zmieszanie w temp. 47,5°C agaru, drozdzy oraz alginianu sodo-
wego i wkropleniu tej mieszaniny do 2% roztworu CaCl2. Koncowe stezenie
wilgotnej masy drozdzy w powstatej mieszaninie wynosito najczesciej 17%.
Po 45 min utrwalania, utworzony alginian wapnia wyptukiwano z kulek za
pomocg 0,05 M potasowego buforu fosforanowego (pH 7,5).

2.3. Warunki fermentacji

Fermentacje atkoholowa przeprowadzano w kotbach stozkowych a 300 mi
zaopatrzonych w rurki fermentacyjne i zawierajagcych 100 ml zageszczonej
serwatki (S) lub jej permeatu (P) oraz takg sama ilos¢ podtoza z laktozg (L).
2”wartos¢ laktozy w pozywkach wynosita od 10 do 12%. Po zasianiu pozywek
unieruchomionym biokatalizatorem (najczesciej w ilosci 200 kulek na kolbe),
préby fermentacyjne inkubowano w cieplarce w czasie 48 godz. w temp.
30°C (jesli nie podano inaczej). Po zakoriczeniu fermentacji pozywke odbie-
rano, a kulki suszono do stalej masy tub uzywano ich do zaszczepiania
nastepnej partii podtoza. Hodowle okresowe powtdrzeniowe (ang. repeated
batch culture) prowadzono w czasie 18 dni, wymieniajac podtoze co 36 godz.

Zastosowano nastepujace parametry charakteryzujace przebieg fermenta-
cji alkoholowej: stopien zuzycia substratu (S = g zuzytej taktozy/g wyjsciowej
laktozy 100%), koncowe stezenie etanolu (P = g/l), wydajnos¢ etanolu f7p/s
= g etanolu/g zuzytej laktozy), wydajnos$¢ praktyczna (WP), czyli procentowo
wyrazony stosunek wytworzonego alkoholu do maksymalnej ilosci etanolu,
ktory mégtby powstaé ze zuzytej laktozy.

2.4. Metody analityczne

Etanol oznaezano metodg Kellermarma (12), zas mase nos$nika i drozdzy
wagowo przez wysuszenie w temp. 105°C. Zawartos¢ laktozy w odfermento-
wanych podtozach mierzono za pomocag wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej. Analizy tego cukru dokonywano przy uzyciu chromatografu cieczo-
wego LC-5A firmy Laboratomi Pristoje (Praga, Czechy), wyposazonego w de-
tektor refraktometryczny RIDK-101. Do badan zastosowano kolumne stalowg
0 wymiarach 0,4 cm x 15 cm, wypetniong nosnikiem LiChrosorb-NH2, 10 |il
firmy Merck (Darmstad, Niemcy). Faze ruchomg stanowita mieszanina ace-
tonitiytu i wody dejonizowanej. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita
1 m#/min, za$ objeto$¢ nanoszonej na kolumne prébki 20 gl. Analize prze-
prowadzono w warunkach izokratycznych, tj. przy statym stezeniu acetoni-
trytu. Prébki ptynéw pohodowitanych z podiozy P-, P-i-, S2 i S3 odbiatczano
za pomocg 10% TCA, rozcieniczano etluentem do zadanej objetosci i odwiro-
wywano.
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3. Wyniki i dyskusja

3.1. Optymalizacja warunkéw fermentacji laktozy z udziatem
immobilizowanych komorek drozdzy

Okreslenie optymalnych warunkéw dla przebiegu fermentacji laktozy obej-
mowato takie czynniki jak: stezenie wilgotnej masy drozdzy w mieszaninie
agaru i alginianu uzytej do formowania kulek, ilos¢ dodanych do nastawu
drozdzy immobilizowanych, temperature, wyjsciowy odczyn podtoza oraz czas
fermentacji.

Zaktadajac, ze ilos¢ dodanych do podioza kulek agarowych bedzie jedna-
kowa, mozna sadzi¢, iz czynnikiem decydujacym o przebiegu fermentacji
bedzie stopien nasycenia kulek komoérkami drozdzy. Jego miara jest ilos¢
wilgotnej masy drozdzy w mieszaninie agaru i alginianu uzytej do formowa-
nia kulek. W zwigzku z tym zbadano wptyw itosci drozdzy w nosniku (w prze-
dziale stezen od 8 do 25%) na wydajnos¢ fermentacji alkoholowej, prowa-
dzonej w czasie 48 godz. na podiozu z laktoza. Nalezy zaznaczy¢, ze w tej
serii doswiadczen ilos¢ dodanych do nastawu kulek z immobilizowan3nni
drozdzami byta stata i wynosita 200/100 ml podioza. Z danych zebranych
w tabeli 1 wynika, ze optymalne stezenie biomasy w kulkach wynosi 17%.
W tych warunkach drozdze wytwarzaty okoto 51 g/l alkoholu etylowego zu-
zywajac okoto 95% zawartej w podtozu laktozy. Uzyskane wyniki znajduja
potwierdzenie w badaniach opublikowanych wczes$niej przez Roukas (13,14)
i Rao i wsp. (8), ktérzy do wzbudzania fermentacji etanolowej stosowali op-
tymalne stezenie immobilizowanych drozdzy na poziomie od 11 do 20%.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki konwersji laktozy do etanolu po zaszcze-
pieniu podtoza rézng iloscig drozdzy immobilizowanych w kulkach agaru
porowatego. Nasycenie nosnika biomasg byto stale i wynosito 17%. llosé
dodanych do podtoza kulek wahata sie od 100 do 300, co odpowiadato suchej
masie zawartych w nich drozdzy od 0,43 do 1,23 g. Wysokie parametry
feirnentacji (wydajnos¢ etanolu rzedu 48 g/l, konsumpcje cukru na poziomie
97%, wydajnos¢ praktyczng 77%) otrzymano po dodaniu do pozywki 200
kulek unieruchomionego biokatalizatora i ta iloS¢ nos$nika zostata wybrana
do dalszych badan. Zwiekszenie liczby kulek do 300 spowodowato jedynie
4,7% wzrost stezenia wytworzonego przez drozdze alkoholu. Réwniez Rymo-
wicz i wsp. (15), w badaniach nad wytwarzaniem kwasu cytrynowego przez
unieruchomione w alginianie komoérki Yarrowia lipolytica, okreslili optymalng
ilos¢ nosnika w podtozu na poziomie 20 g wilgotnej masy, za$ optymalne
stezenie zawartych w nich drozdzy wynosito 10%.
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Tabela 1
Optymalizacja warunkéw fermentacji ij\ktozy z udziatem unieruchomionych w agarze porowatm
KOMOREK Candida pseiidotropicalis

. Drozdzen Parametry fermentacji2 Koncowe
Czynnik
(/200 mb S® PN Yps (g pH WP (%)
stezenie wilgotnej
masy drozdzy (%)
8.48 0,22 59,15 41,46 0,58 108,40 4,35
16.96 0,25 94,24 50,68 0,44 83,22 4,46
25,44 0,50 95,56 50,68 0,44 82,05 4,33
liczba kulek na
100 ml podioza
100 0,43 89,10 43,77 0,40 75,89 4,25
200 0,50 97,17 48,38 0,41 76,92 4,20
300 1,23 97,08 50,68 0,43 80,03 4,38
temperatura (°C)
30 0,24 95,56 52,98 0,46 85,79 4,45
35 0,90 98,33 50,68 0,43 79,63 4,30
45 0,12 98,41 52,98 0,44 83,17 4,50
pH
3,0 0,36 61,81 42,62 0,58 102,49 3,10
4,0 0,49 77,87 50,68 0,54 100,00 3,82
5.0 0,48 98,66 52,98 0,44 83,45 4,07
6,0 0,53 96,42 27,64 0,24 44,33 4,30
czas fermentacji
(godz.)
12 - 13,89 16,70 0,72 57,62 4,80
24 - 53,41 31,56 0,50 91,24 4,41
36 - 85,10 44,34 0,43 84,48 4,43
48 - 92,26 46,65 0,42 79,19 4,42
60 - 92,92 46,65 0,41 77,56 4,22

{Sucha masa drozdzy w nos$niku. ~Opisano w rozdziale Materiaty i metody. ~Mieszanina
agaru, alginianu i drozdzy stuzyta do formowania kulek nosnika z immobilizowanymi drozdzami.

W kolejnych doswiadczeniach okreslano aktywnos$¢ fermentacyjng immo-
bilizowanych komérek C. pseudotropicalis w temperaturach 30, 35 i 45°C.
Z zebranych w tabeli 1 danych wynika, ze badane drozdze osiggnety najwy-
zsze wydajnosci etanolu oraz pozostatych parametrow fermentacji praktycz-
nie w catym zakresie uzytych temperatur. Odnotowano jedynie niewielkie
obnizenie stezenia alkoholu (0 4,3%) oraz wydajnosci praktycznej (0 7,2%)
w temp. 35°C. Drozdze C. pseudotropicalis sg znane ze swej dos¢ wysokiej
tolerancji na temperature (16). Komoérki wolne, badane wczesniej w naszbm
laboratorium (9), wykaz3rwaty optimum aktywnosci fermentacyjnej w temp.
40°C. Jednakze w temp. 45°C wydajnos$¢ produkowanego przez nie etanolu
z laktozy lub zageszczonej serwatki obnizata sie 0 48%. W doswiadczeniach
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z drozdzami immobilizowanymi nie obserwowano w tej temperaturze spadku
zawartosci alkoholu, co mozna prawdopodobnie ttumaczy¢ ochronnym dzia-
taniem nos$nika na zawarte w nim komérki C. pseudotropicalis. W dalszych
badaniach zastosowano temp. 30°C jako optymalng dla rozwoju i aktywnosci
fermentacyjnej badanych drozdzy. Poza wysokim uzyskiem etanolu w tych
warunkach, na jej korzy$¢ przemawiajg réwniez mniejsze straty alkoholu
powstate w wyniku jego parowania z podtoza w trakcie fermentacji oraz
wzgledy ekonomiczne, w tym nizsze koszty zwigzane z ogrzewaniem.

W celu wyboru optymalnego pH, fermentacje laktozy przeprowadzano
w temp. 30°C przy wartosciach pH podtoza w zakresie od 3,0 do 6,0. Ma-
ksymalng wydajnos¢ przemiany cukru do etanolu {53 g/t) przez immobi-
lizowane w zelu agarowym komoérki drozdzy, uzyskano po 48 godz. przy
wyjsciowym pH poz}rwki réwnym 5,0, ktéry wybrano do dalszych badan
(tab. 1). Z opublikowanych danych uzyskanych w przeprowadzonych bada-
niach nad fermentacja etanolowa prowadzong na ksytozie i glukozie przy
udziale drozdzy z gatunkéw Candida, Pichia i Saccharomyces, za optymalny
odczyn podtoza uznano pH w zakresie 4,0-5,0 (5,8,13,14,17,18).

Dynamike produkcji etanolu i zuzycia laktozy na tle innych parametréw
fermentacji (pH, Yp/s, WP) w czasie 60 godz. hodowli immobilizowanych
komorek drozdzy przedstawiono w tabeli 1. Spozycie cukru wzrastato w ciggu
catlego cyklu hodowlanego, przy czym najwieksze tempo jego przyrostu, po-
dobnie jak i nagromadzanie alkoholu, zarejestrowano w okresie pierwszych
36 godz. fermentacji. Mimo ze najwyzszg warto$¢ produkcji etanolu (46,6%)
uzyskano po 48 godz. fermentacji, to jednak byta ona tylko o 5% nizsza od
tej, jaka notowano juz po 36 godz. hodowli. Uzyskane rezultaty pozwalajg
zatem na skrdocenie czasu fermentacji o 12 godz., co w istotny sposéb pod-
nosi rentowno$¢ catego procesu oraz znacznie zmniejsza ryzyko zakazern mi-
kroflorg postronna.

Podsumowujac ten etap badar ustalono, ze optymalne warunki dla prze-
biegu fermentacji laktozy w oparciu na unieruchomionych komoérkach
C. pseudotropicalis sa nastepujace: ilos¢ inoculum na 100 ml podioza =
200 kulek nosnika o nasyceniu biomasa 17%, temp. 30°C, pH 5,0, czas
fermentacji 36 godz.

3.2. Konwersja laktozy do etanolu w serwatce

Ustalone wczesniej optymalne warunki fermentacji postuzyty do przeSle-
dzenia zmian jej kinetycznych parametréw w czasie 72-godzinnej hodowli
immobilizowanych drozdzy C. pseudotropicalis na zageszczonej serwatce kwa-
sowej oraz jej permeacie. Wprowadzono kilka wariantéw podtoza serwatko-
wego, ktore obejmowaty 2,8-krotnie zageszczong serwatke (S2), serwatke za-
geszczong 3-krotnie (S3), permeat wzbogacony dodatkiem soli mineralnych
{P+) oraz permeat bez dodatku soli (P-). W charakterze podtoza kontrolnego
zastosowano pozywke Hughesa z 12% laktozg (L). Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tabeli 2.
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Tabela 2
Dynamika fermentacji alkoholowej prowadzonej przy uzyciu unieruchomionych komérf:k

C. pseudotropicalis W ROZNYCH PODLOZACH ZAWIERAJACYCH LAKTOZE'

Czas Parametry fermentacji®

fermentacji Podtoze pH po.
(godz) S (%) P (a/t) Ypis (g/g) WP (%) hodowli

37,35 18,43 0,41 83,47 4,71

P 28,41 23,03 0,36 82,12 4,72

12 p.5 5,24 9,21 0,35 65,13 4,58
s2n 8,31 9,21 0,30 57,06 4,45

3,66 6,91 0,29 52,66 4,48

L 38,52 29,95 0,52 82,33 4,46

P 81,36 32,25 0,32 61,30 4,68

24 P- 43,92 20,79 0,39 72,99 4,52
sz, 29,61 11,51 0,33 59,94 4,44

$s 23,21 9,21 0,32 61,35 4,46

L 91,76 48,38 0,43 81,53 4,37

P+ 80,28 39,16 0,40 75,43 4,60

36 P- 53.57 32,25 0,50 93,10 4,42
s2 40,34 20,73 0,43 79,45 4,43

5S 25,70 16,12 0,51 96,99 4,45

L 96,67 48,38 0,41 77,39 4,34

P+ 80,42 39,64 0.53 101,35 4,56

48 - 81,69 36,86 0,37 69,77 4.34
sz 52,57 27,64 0,44 81,29 4,39

sa 53,66 23,03 0,35 66,36 4,38

L 98,00 48,38 0,40 76,34 4,30

P+ 82,13 41,46 0,55 98,20 4,58

72 P- 81,19 36,86 0,38 70,20 4,38
s2 87,77 43,77 0,41 77,11 4,43

S3 75,12 39,64 0,43 81,42 4,44

AWarunki fermentacji: temp. 30°C, wyjsciowe pH 5,0, ilo$¢ no$nika 200 kulek/100 ml pod-
foza, stezenie biomasy 16,96%. ~Opisano w rozdziale Materiaty i metody. podioze z 12%
laktozg: P+, permeat serwatkowy wzbogacony dodatkiem soli mineralnych: P-, permeat serwat-
kowy bez dodatku soli; S2, serwatka zageszczona 2,8-krotnie; S3, serwatka zageszczona 3-krotnie.

Sposréd uzytych do fermentacji podtozy, najlepsze wyniki odnosnie do
ilosci wytworzonego z laktozy alkoholu etylowego osiggnieto na 12% laktozie.
Po 36 godzinach hodowli jego wydajnos¢ osiggneta maksymalng warto$¢ row-
na 48,4 g/l i byta skorelowana z wysokim (96%) zuzyciem cukru z podioza.
Na pozywce z serwatka osiggnieto duzo nizsze wartosci poszczegdlnych
wskaznikéw technologicznych fermentacji, przy czym najlepszym podtozem
dla fermentacji laktozy prowadzonej przez drozdze unieruchomione w zelu
agarowym okazat sie permeat serwatkowy z dodatkiem soli mineralnych. Po
36 godz. drozdze wytwarzaty na tym poditozu 39,2 g/t etanolu, tj. o 19,1%
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mniej w stosunku do podioza z 12% laktozg. Najmniej korzystng dla aktyw-
nosci fermentacyjnej drozdzy okazata sie trzykrotnie zageszczona serwatka,
w ktorej po 36 godz. hodowli uzyskano okoto 59% mniej alkoholu w poréw-
naniu z jego iloscia otrzymang na permeacie z dodatkiem soli mineralnych.
W przypadku podiozy serwatkowych, zwlaszcza w odniesieniu do serwatki
zageszczonej trzykrotnie, obserwowano co najmnej 12-godzinne opdznienie
fermentacji, gdyz po 48 godz., a szczegblnie po 72 godz., drozdze wytworzyty
w tych podtozach zblizone ilosci alkoholu.

Mozna przypuszczaé, ze za obnizenie wydajnosci etanolu na serwatce od-
powiedzialnych byto kilka czynnikbw. Bogata w azot organiczny serwatka
powodowata wystgpienie u drozdzy efektu represji azotowej, w wyniku kt6-
rego wieksza ilos¢ laktozy zostata zuzyta na budowe biomasy drozdzowej,
niz miato to miejsce w przypadku podtoza z laktoza, relatywnie ubogiego
w azot. W wyniku zageszczania serwatki wystepuje wzrost stezenia rozpu-
szczalnych soli mineralnych, co powoduje z kolei zwiekszenie ci$nienia osmo-
tycznego w pozywece, przed ktérym drozdze bronig sie gromadzac w komoér-
kach glicerol i etanol. O hamujgcym dziataniu ciSnienia osmotycznego na
proces fermentacji etanolowej doniesSli Zakrzewski i wsp. (19) oraz Dale
i wsp. (20).

Do dalszych badan wybrano podioze z 12% laktozg oraz permeat serwat-
kowy wzbogacony dodatkiem soli mineralnych.

3.3. Wykorzystanie unieruchomionych komoérek do fermentacji laktozy
metodq potciqgiq

Kolejny etap badani dotyczyt zastosowania unieruchomionych drozdzy do
otrz3mi3wania etanolu z laktozy i permeatu serwatkowego w hodowli okre-
sowej, powtorzeniowej (hodowla poiciagla). Zastosowano 12 cykli fermenta-
cyjnych, w ktérych podtoza wymieniano co 36 godzin. Uzyskane dane przed-
stawiono w tabeli 3 i na rysunku 1. Na podtozu Hughesa z dodatkiem 12%
lakto2y aktywnos$¢ fermentacyjna immobilizowanych drozdzy pozostawata
praktycznie na statym poziomie w czasie siedmiu 36-godzinnych cykli ho-
dowlanych. W tym czasie drozdze wytwarzaty srednio okoto 43,6 g/l etanolu.
Niewielkie obnizenie jego wydajnosci (0 15,5%) obserwowano w tym podiozu
jedynie w pierwszym cyklu fermentacyjnym. Od désmego cyklu odnotowano
stopniowy spadek wydajnosci etanolu, ktéry utrzymywat sie do konca fer-
mentacji, tj. do 18 dnia. Rowniez Roukas (13) w swoich badaniach nad
fermentacjag alkoholowa, prowadzong metoda poétciagla, nie zaobserwowat
W ciggu dziesieciu 12-godzinnych cykli wiekszych zmian w produkcji etanolu
przez immobilizowane w zelu alginianowym komérki Saccharomyces cerevi-
siae. Na poditozu z dodatkiem proszku serwatkowego (permeatu) i soli mi-
neralnych, aktywnos¢ fermentacyjna drozdzy nie byla tak stabilna jak
w pr2ypadku podioza z czystg laktoza. Poczatkowo (od 1 do 3 cyklu) reje-
strowano wzrost produkcji etanolu o okoto 14 g/l, pézniej jego ilos¢ ulegata
stopniowo obnizeniu, przy czym najwieksze tempo spadku produkcji alko-
holu obserwowano od 6smego cyklu hodowlanego. W czasie 18-dniowej ho-
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dowli okresowej (powtdrzeniowej) nie obserwowano uwalniania komoérek droz-
dzy z nosnika, ktoiy byt stabilny i nie ulegat rozrywaniu pod wplywem wy-
dzielanego w ezasie fermentacji dwutlenku wegla.

Tabela 3
Przebieg fermentacji laktozy prowadzonej metodg pé¥ciggl.g przez

IMMOBILIZOWANE W KULKACH AGARU POROWATEGO DROZDZE C. pseudotropicalis *

Liczba cykli Rodza}j Wskazniki technologiczne fermentacjin Koficowe pH
podioza S (%) P (gl) Ypis (g/g) WP (%)

! 64,64 36,86 0,47 88,18 4,46
55,57 27,64 0,41 76,92 4,75

2 L 71,88 43,77 0,51 94,16 4,24
P+ 67,22 32,25 0,39 74,18 4,65

3 L '71,88 41,46 0,47 89,19 4,23
P+ 67,38 41,46 0,50 95,15 4,64

4 L 67,47 43,77 0,54 100.32 4,25
p-f- 71,21 39,64 0,45 86,08 4,65

5 L 77,37 43,77 0,47 87,54 4,25
P+ 68,21 36,86 0,45 83,56 4,66

0 L 79,70 44,97 0,47 88,17 4,28
P+ 64,97 32,25 0,41 76,76 4,64

7 L 78,20 43,77 0,46 86,55 4,26
P+ 63,64 32,25 0,53 78,37 4,66

8 L 74,95 32,25 0,35 66,53 4,28
P+ 45,75 18,43 0,32 62,28 4,65

9 L 60,81 23,03 0,31 58,57 4,27
P+ 35,02 16,12 0,38 74,45 4,64

10 L 47,42 18,43 0,31 60,11 4,29
P-i- 40,01 11,51 0,25 44,49 4,62

1 L 34,77 16,12 0,38 71,70 4,32
P 25,29 11,51 0,40 70,39 4,66

12 L 32,02 18,43 0,47 88,99 4,40
P+ 24,04 9,21 0,31 59,26 4,80

~Warunki fermentacji podano w tabeli 2, dtugos$¢ cyklu 36 godz. ~Opisano w rozdziale Ma-
teriaty i metody. Szczegbtowy opis podano w tabeli 2.
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Rys. 1. Dynamika produkcji etanolu na podtozach zawierajacych laktoze w czasie okresowej
(poiciagtej) fermentacji z wykorzystaniem immobilizowanych komoérek C. pseudotropicalis. Wa-
runki fermentacji i opis podtozy podano w tab. 2 i 3. = — podioze z 12% faktoza, O — permeat
serwatkowy wzbogacony dodatkiem soli mineralnych.

3.4. Poréwnanie wydajnosci etanolu otrzymanego przez wolne
i immobilizowane komorki drozdzy

W tabeli 4 zestawiono wartosci parametrow kinetycznych fermentacji uzy-
skanych w tych samych warunkach przez wolne i immobilizowane komérki
C. pseudotropicalis w czasie fermentacji pozywki zawierajgcej 12% laktozy
oraz permeat serwatkowy z dodatkiem soli mineralnych. Z poréwnania da-
nych wynika, ze wydajnosci etanolu otrzymane przez komaorki wolne na obu
podtozach byty srednio o 11,5% wyzsze w stosunku do jego ilosci uzyskanych
w hodowlach z zastosowaniem komoérek immobilizowanych. Jednakze na ko-
rzy$¢ tych ostatnich przemawia mozliwos$¢ wielokrotnego ich wykorzystania
bez wiekszych zmian aktywnosci fermentacyjnych oraz tatwos$¢ oddzietenia
komorek unieruchomionych od podtoza i zawartych w nim produktow kon-
cowych fermentacji.

Analizujgc wyniki dotychczas przeprowadzonych fermentacji mozna wnio-
skowaé, ze drozdze unieruchomione w agarze porowatym mogg by¢ z powo-
dzeniem wielokrotnie wykorzystywane do otrzymywania etanolu z laktozy.
Dalsze badania bedg zmierza¢ w kierunku zwigkszenia wydajnosci tego procesu
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Tabela 4
Parametry kinetyczne fermentacji laktozy uzyskane przez wolne
| IMMOBILIZOWANE KOMORKI C. pseudotropiccdis '

Komérki Podtoze Wskazniki teehnologiczne fermentacji” pH po -

S (%) P (g/l) Ypls (g/g) WP (%) fermentacji
wolne” 1 89,10 55,29 0,45 95,89 4,42
P+ 89,10 43,77 0,40 75,89 4,52
immobilizowane® L 91,76 48,38 0,43 81,53 4,37
P+ 80,28 39,16 0,40 75,43 4,60

~Warunki fermentacji: temp. 30°C, wyjsciowe pH 5,0, czas 36 godz. ~Opisano w rozdziale
Materialy i metody. ~Kolby fermentacyjne szczepiono inoculum w ilosci 0,08 g suchej masy
drozdzy/100 ml podioza. e Opis podiozy podano w tabeli 2. ~lo$¢ nosnika 200 kulek/100 ml
poditoza, stezenie wilgotnej masy drozdzy w mieszaninie agaru i alginianu uzytej do formowania
kulek wynosito 16,96%.

poprzez hydrolize enzymatyczng laktozy, wykorzystanie kultur mieszanych
lub szczepéw zmodyfikowanych na drodze genetycznej oraz zastosowanie fer-
mentacji cigglej w bioreaktorze ze ztozem upakowanym. W procesach cig-
glych komoérki maja zapewniony staty dostep do substratu, ich rozwdj nie
jest ograniczony przez wiasne produkty metaboticzne (zwilaszcza alkohot),
stresy Srodowiskowe (zmiany pH, natlenienie) oraz ryzyko zakazenrh obca mi-
kroflora.

4, \WnioskKi

* W procesie unieruchamiania drozdzy Candida psendotropicalis w zelu
agarowym, standardowe inoculum do zaszczepiania nastawu fermen-
tacyjnego powinno zawiera¢ 200 kulek nos$nika na 100 ml podtoza,
w ktérych stezenie biomasy wynosi 17%.

+ Za opt}malne wamnki dla fermentacji laktozy prowadzonej przez unie-
ruchomione komorki drozdzy uznano temperature 30°C, wyjsciowy od-
czyn podtoza 5,0 oraz czas hodowti 36 godz.

+ Maksymalne nagromadzanie etanolu w ilosci 48-50 g/l przez komorki
unieruchomione w kulkach agam porowatego uzyskano na poditozu
z 12% laktoza. Na permeacie serwatkowym drozdze wykazywaly mniejsza
aktywnos$¢ fermentacyjna, wytwarzajac alkohol etylowy w ilosci 39,2 g/l.

» Stosujac komoérki immobilizowane w hodowli poétciagtej, wykazano, ze
ich aktywnos$¢ fermentacyjna pozostaje praktycznie na statym poziomie
w czasie siedmiu 36-godzinnych cykli hodowlanych.

* W trakcie 18-dniowej hodowli okresowej nie obserwowano uwalniania
komoérek drozdzy z nosnika agarowego, ktéry byt stabilny i dzieki swo-
jej strukturze porowatej nie ulegat rozrywaniu pod wpfywem wydzie-
lanego podczas fermentacji dwutlenku wegla.



Wytwarzanie etanolu z laktozy przez komoérki drozdzy 93

Literatura

1. IvOther A. M., Oetterer M., (1995), Rev. Microbiol.,, Sao Paulo, 26, 151-159.

2. Jarosz K., (1995), Przem. Ferm. Owocowo-Warzywny, 39 (9), 11-12.

3. Siso M. 1. G., (1996), Bioresource Technol., 57, 1-11.

4. Szczodrak J., Fiedurek J., (1996), Biomass Bioenergy, 10, 367-375.

5. Hinfray C., Jouenne T., Mignot L., Junter G.-A., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol.,

42, 682-687.

. Zayed G., Winter J., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol., 44, 362-366.

Omar S. H., (1993), Appl. Microbiol. Biotechnol., 40, 1-6 i 173-181.

. Rao B. S., Pundle A. V., Prabhune A. A., Shankar V., SivaRaman H., (1986), Appl.

Blochem. Biotechnol., 12, 17-24.

9. Szczodrak J., Szewczuk D., Rogalski, J., Fiedurek J., (1997), Acta Biotechnol., 17, 51-61.

10. Hughes D. B., Tudroszen N. J., Moye C. J., (1984), Biotechnol. Lett, 6, 1-6.

11. SivaRaman H., Rao B. S., Pundle A. V., SivaRaman C., (1982), Biotechnol. Lett.,4, 359-364.

12. Kellermann E., (1960), Kvasny Prumysl, 6, 11-12.

13. Roukas T., (1994), Appl. Blochem. Biotechnol., 44, 49-64.

14. Roukas T., (1994), J. Chem. Tech. Biotechnol., 59, 387-393.

15. Rymowicz W., Wojtanowicz M., Robak M., Jurgielewicz W., (1993), Acta Microbiol. Po-
lon., 42, 163-170.

16. Bothast R. J., Kurtzman C. P., Saltarelli M. D., Slininger P. J., (1986), Biotechnol.
Lett.,, 8, 593-596.

17. Jones T. D., Havard J. M., Daugulis A. J., (1993), Biotechnol Lett., 15, 871-876.

18. Gilson C. D., Thomas A., (1995), J. Chem Tech.. Biotechnol., 62, 38-45.

19. Zakrzewski E, Zmarlicki S., Wozniak J., (1984), Przem. Ferm. Owocowo-Warzywny, 28
(3), 5-9.

20. Dale M. C., Eagger A., Okos M. R., (1994), Proc. Blochem., 29, 535-544.

0o~NO

Production of ethanol from lactose by yeast cells Immobilized
in open-pore agar

Summary

An open-pore agar matrix has been shown to be suitable for the entrapment of Candida
pseudotropicalis whole cells are used in reactions that involve cell growth and gas evolution.
The basic conditions for lactose fermentation by immobilized yeast cells i.e. inoculum quantity,
pH, temperature and culture time were standardized.

It was shown that yeast cells immobilized in the porous carrier could be used repeatedly in
the batch fermentation system for seven 36 h cycles without any substantial loss in ethanol yield,
and beads of porous agar with entrapped cells did not ru])ture, even after periods of 18 d of use.

Key words:
Candida pseudotropicalis, immobilization, open-pore agar, lactose, whey, batch fermentation,
ethanol production.
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