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ABSTRAKT

Abstrakt ¢esky

Cilem bakalatské prace je popsat biotechnologicky proces vyroby primyslového lihu, ktery
vyuziva zivé mikroorganismy (kvasinky), jejichz primarni ¢innosti je fermentace (kvaSeni)
zkvasitelnych cukri k produkei etanolu. Prace je pfedevSim zaméfena na vyrobu priamyslo-
vého lihu z melasy, kterd je vedlejSim produktem pii vyrobé cukru a tradi¢ni lihovarnickou
surovinou v pramyslovych lihovarech. Déle je v praci uveden princip Gpravy melasy pied
fermentaci, popis jednotlivych fermentacnich technologii a zptisob ziskani lihu z primyslové

zapary.

Kli¢ova slova: etanol, melasa, zapara, kvasinky, fermentace, destilace

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The aim of the bachelor’s thesis is to describe the bio-technological process of production
of industrial alcohol using living micro-organisms (yeasts) whose primary activity is fermen-
tation of fermentable carbohydrates producing ethyl alcohol. The thesis is above all focused
on production of industrial alcohol from molasses which is a side-product when producing
sugar and a traditional base material in alcohol industry. Furthermore, the principles of ar-
rangement of molasses before fermentation, individual fermentation technologies and the

procedure of getting alcohol from fermenting wort are described in the thesis.

Keywords: ethyl alcohol, molasses, wort, yeast, fermentation, distillation



D¢kuji vedoucimu bakalarské prace panu doc. Ing. Janu Hrabéti, Ph.D. za cenné rady,

poskytnuté informace a pomoc pti zpracovani bakalaiské prace.

Prohlasuji, Ze jsem na bakalafské praci pracovala samostatné a pouzitou literaturu jsem
citovala. V ptipadé publikace vysledki, je-li to uvedeno na zékladé¢ licencni smlouvy, budu

uvedena jako spoluautorka.

Ve Zlin¢

Podpis studenta



L 70 J D 8
I TEORETICKA CAST couiieeeeeeeeeeseeeenesesesesssssssssssssssssnsassssssssssssssssssssssssasssssas 10
1 SUROVINY K VYROBE LIHU .....veeeveueererierereesessessssssessssssssssnssssnssssnssssnsssnssns 11
1.1 SUROVINY CUKERNATE ...t eeetttteeee e e e e e et eeeee e e e e e eeeeeaaeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeereenan 11
1.1.1 V0 ettt e e e 11

Lo1.2  CUKITOVKA et 11

Lo1.3  MICIASA oo e e e e e e e e e e e e 12

1.2 SUROVINY SKROBNATE ..ottt et e e e et e e e eeee e e eeaeeeeeeeaaeeeeeaaaeeeeenns 13
| B 23 ¢ 1111 o ) SRR P PSPPSRI 13

1.2.2  ODBIIOVINY ..cuttiieiiie ettt ettt e e e et e e et e e e taeeessvaeessbaeesnseeesssaeesnseaenns 14

1.3 SUROVINY OBSAHUJICI DALSI POLYSACHARIDY ..vvvueeeeieneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 15
1.4 LIGNOCELULOZOVE SUROVINY ...ettuuettttieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeneeeseeenaeeeeenaeeaee 15

2 VYTEZNOST aeeeeeeeerersresesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssose 16
3 MIKROORGANISMY V LIHOVARNICTVI ceveeveeeeeeeneereesessessessessssessessensons 17
3.1 VYZIVA KVASINEK ...oovteeeteeee et e e e eeeee e e e eeee e e e taeeseeeaaeeeeranaeseeeanaeeeenes 19
32 CINITELE OVLIVNUJICT CINNOST KVASINEK .....veveeveeseeeeseeseesees s eseeseeseeseseseesenns 19
33 NEZADOUCI MIKROORGANISMY ...ttt ettt e et eeeeeeeeeeeeeaeeeeaeaeeeeenaeeeennnns 20
3.3.1 BaKEOTIC et et e e e e a e 20

3.3.2  Plisn€ a divokeé KvasinKy...........ccoeriiiiiiiniiiiiieiieeeeeiee e 21

3.3.3  Ochrana pfed Kontaminanty............cccceeereviieeeniiiieeeiiieeeeeiieeeeevieee e 21

4  BIOCHEMISMUS LIHOVEHO KVASENT «.ouoioteuieieeeeeeeeeerenesesesenssssessnsssses 22
5 OBECNA CHARAKTERISTIKA ALKOHOLU ...ucvoveeveeeeveeereseenessensssessssenssees 23
5.1 CHARAKTERISTIKA A VLASTNOSTI ETANOLU ...evuuiititeiieeineeereeereeeeneeenaeeennns 23

6 VYROBA PRUMYSLOVEHO LIHU Z MELASY ..cvouiieeeereeerensesssensssssssenens 24
6.1 NAKUP, PREJIMKA, SKLADOVANI, CERPANI A UPRAVA MELASY .......ccvvvvvvvvevnnnns 24
6.2  PRIPRAVA FERMENTACNIHO MEDIA (ZAPARY)....ceeeeiiiriiiieeeeeeeeeeciiieeeeeeeeeeeeennns 25
6.3 ZAKVASOVANI A KVASENT ZAPARY ...t 26
6.4 ZPUSOBY KVASENT A JEHO PRUBEH ...ttt ettt eeeeeeeee e e eeeeeeeeaae s 26
6.4.1  Klasicky VSAAKOVY PrOCES .......ceeeeriiiiiieiiiiieeeeiiiee et 27

6.4.2  PIHtOKOVY ZPUSOD ..eoiiiiiiiieieiiee e e 27

6.4.3  Zpisob s recyklaci kvasinek ..........cccceoeeviiiiiiiiiiiiiiiie e 27

6.4.4  Kontinualni zptisoby lihového kvaseni.............cccceeveviiiiiiiniiiiiiiiiieeee, 28

6.4.5 Nové zpusoby kvaseni melasovych zapar............cccoeeviiiieniiiiieiniiiieeee, 29

6.5 DESTILACE A RAFINACE ..o et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeaaaeeeas 30
6.5.1 DIESHIIACE . oo e e e e e e e e e e e e 30

0.5.2  RATIINACE .. oo e e e e e e e ee e e e e e e e e e aa e 33

6.5.3  Lihovarské vypalky a jejich Zpracovani............cccceeeeviiiiieniiiieeeniieee e, 34



ZAVER ..cevverrereeresssesssessssessssssssessssessssessssessssesssssssssessssessssessssessssssssssssssessssessssessseses 36
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...uecueverrererererereresesesesessesessssesessssssessssssesesssssesss 38
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ......ccoocvveerererneresreressesessesessesessesens 40
SEZNAM OBRAZKU .....ooueverereereresneresesessesessesessesessesessssessessssssessssssesessssssssssesssseses 41
SEZNAM TABULEK .....ccvvevuererneresnesessesessssessssessessssssessssssessssssssssssesssssssssssssessssesas 42

SEZNAM PRILOH .....voeveeeeveeeeeeeeeersesessesessesessessssessssssessssssssssssssessssssssssssssessessssssssssssnes 43



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

UVOD

Etanol je nejznaméj$im produktem metabolismu kvasinek. Jeho vyrobou se zabyvaly jiz
i staroveké narody. Do prvni poloviny 17. stoleti se nevédélo, z jakych latek se lih vytvari az
holandsky lékat a chemik van Helmont zjistil, Ze vedle etanolu vznika i oxid uhli¢ity. Objas-
néni tvorby lihu se podafilo teprve pocatkem 19. stoleti francouzskému védci Gay-

Lussacovi, ktery zndzornil prvni lihové kvaseni znamou rovnici:

C6H1206 > 2 CszOH +2 C02 +E (1)

Dale souvisel vyvoj poznani o lihovém kvaseni se studiem kvasinek. Nazor Pasteriv byl
povazovan za spravny (lihové kvaseni souvisi s existenci a ¢innosti zivych organismil)
do roku 1896, kdy Buchner ziskal mechanickym rozruSenim kvasinkovych bunék stavu,
kterd sama o sobé vyvolala lihové kvaseni atd.

Na tizemi dne$ni Ceské republiky vznikly prvni lihovary jiz v 16. stoleti. Lih se vyrabél pie-
devsim z obili, zejména vSak ze Zzita. Brambory se zacaly ve vétSim méfitku pouzivat az
koncem 18. stoleti. Vyroba lihu se proto zacala pfesouvat z mést na venkov, tedy
k surovinovému zdroji. Pivodni technologie byly primitivni, k rychlej$imu rozvoji pfispélo
zavadéni destilaCnich aparati vyhtivanych parou. Pafeni brambor pod tlakem v pafacich je
spojeno se jmény Henze a Hollefreund. Po prvni svétové vélce se vyuzilo i nadprodukce
cukrovky, pii této vyrobé byl vSak pardkovy zplusob nahrazovin zplsobem difuznim.
Po obili a cukrovce se objevuje melasa. Nejprve byla zpracovavana v cukrovarech, které si
vybudovaly malé lihovary. Prvni samostatny melasovy lihovar vznikl v roce 1838 v Praze.
Nejstarsi priimyslovy lihovar byl postaven v Kolin¢ v roce 1860, déale pak v Praze-Libni
roku 1873, Mladé Boleslavi, Most¢€, Pardubicich, Smiticich. Na Moravée vznikl ve 2. polovi-
né 19. stoleti primyslovy lihovar v Réjci nad Svitavou, Olomouci, Kojetin€é. V roce 1874
bylo v Cechach 284 zemé&délskych lihovarti, 40 mensich lihovarti melasovych a 8 velkych
pramyslovych lihovarii. Tehdy tyto zavody vyrobily kolem 420 tis. hl etanolu. Rada zavodt
ptrezila hospodaiské krize, valky 20. stoleti a tvoii ¢ast dneSniho lihovarského primyslu.
V roce 2002 byly v provozu 4 prumyslové lihovary (Kralupy nad Vltavou, Kolin, Chrudim
a Kojetin) a cca 40 zemé&délskych lihovari, n€které z nich jsou rozsifeny o rafinaci a rektifi-
kaci surového lihu.

V dusledku energetické krize, kterd postihla svét v 70. letech minulého stoleti, dochazi

k prudkému zvySeni zajmu o bioetanol, jako obnovitelny zdroj energie, ktery by mohl na-
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hradit fosilni paliva. Ohromny nartist vyroby byl umoznén i vyuZzitim novych védeckych po-
znatkl a modernich technologii. Rozséhlé bioetanolové programy vznikly v Brazilii a USA,

kde etanol tvoti az 20 % ze sloZeni motorovych paliv.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 SUROVINY K VYROBE LIHU

K vyrobé lihu lze pouzit vSechny suroviny, obsahujici pfimo zkvasitelné cukry [1]. Volba
vhodné sacharidické suroviny zavisi na enzymovém vybaveni mikroorganismti, které urcuje
tzv. zkvasitelnost sacharidli. V piipadé¢ kvasinek jsou pfimo zkvasitelné jen monosacharidy -
hexosy (hlavné¢ glukosa, fruktosa, mannosa, méné jiz galaktosa) a disacharidy (sacharosa,
maltosa, méné laktosa a melibiosa) [2]. Anebo polysacharidy jako skrob, celulosa, inulin
apod., které vSak musi byt pfed zkvasenim hydrolyzovéany na jednoduché zkvasitelné cukry,
Ize je pfevést enzymatickou ptipadné kyselou i alkalickou hydrolyzou. Suroviny k vyrobé

lihu 1ze rozdélit na cukernaté, Skrobnaté a lignocelulozové [1].

1.1 Suroviny cukernaté

Suroviny cukernaté obsahuji hlavné glukosu, fruktosu a sacharosu, nebo jiné ptimo zkvasi-
telné cukry. Ze zemédelskych surovin je obsahuji cukrovka, ovoce, z primyslovych odpadii

je to melasa [1].

1.1.1 Ovoce

Ovoce pfichazi v uvahu jako surovina v obdobi vysokych sklizni, nebo pfi hromadném
pfed¢asném opadéni, zptisobené suchem, sktidci, fyziologickymi chorobami. Jinak se pouzi-
va vyhradné k vyrob¢é ovocnych destilatii [1]. Obsahuje hlavné glukosu a fruktosu a jen ma-
lo sacharosy. Obsah cukru kolisa podle stupné zralosti, odridy i druhu [3].

1.1.2 Cukrovka

Cukrovka se u nas na vyrobu lihu nepouziva, avSak v nékterych statech napt. ve Francii,
kde byly vybudovany kombinaty cukrovarti s lihovary, se vyrabi lih zdifizni $tavy
(v kampani) a ze zakonzervované tézké stavy v prabéhu roku [1].

Po kvalitativni strance obsahuje prakticky tytéz latky jako melasa. Primérny obsah cukru
v cukrovce je kolem 16 %, hektarové vynosy jsou primérné 47 tun, tzn., Ze produkce lihu
z 1 ha by mohla byt az 47 hl, coz je z hlediska celkové produktivity vysoky udaj, porovna-
me-li hodnoty s jinymi surovinami. Podstatnou nevyhodou jsou i vy$$i vydaje na péstovani

a vysoky obsah nezpracovatelného odpadu [4].
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1.1.3 Melasa

Melasa, je u nds prioritni surovinou v primyslovych lihovarech, vznika jako vedlejsi produkt
pfi vyrobé cukru z fepy po n€kolikandsobném vykrystalovani hlavniho podilu cukru z fepné
nebo titinové §tavy [3]. Je to viskozni, husta, tmava kapalina s charakteristickou viini
a vétSinou alkalickou reakci. Vzhledem k vyprodukovanému mnozstvi ji miizou povazovat
za druhy cukrovarsky vyrobek. V nasi republice se setkdme prakticky pouze s melasou
fepnou. Z hlediska jejich vzniku v cukrovarnickém technologickém procesu se déli fepné
melasy na surovarenské, rafinérské, smiSené a eventudlné afinadni. Surovarenskad, produkt
po prvni krystalizaci cukru, je bohatsi na ziviny, ma vétsi podil riistovych latek. Rafinérska
obsahuje nékteré latky brzdici kvasny proces, odliSuje se predev§im niz§im obsahem dusika-
tych latek a vzhledem nékolikandsobnému tepelnému zpracovani ma tmavsi barvu. Vliv
rustovych latek na kvaSeni se projevi hlavné pii kontinudlnich fermentacnich postupech

[4, 5]. Na obrazku 1 si miizeme v§imnout barvy a konzistence melasy [6].

Obr. 1. Melasa

Repnad melasa

Hlavnimi slozkami fepné melasy jsou cukry (sacharosa) zhruba 50 %, necukry 30 %, a voda
18 az 20 % [5]. Kromé sacharosy obsahuje melasa vzdy malé mnozstvi invertniho cukru.
U vadnych melas napadenych kyselinotvornymi bakteriemi mnozstvi stoupa a mize doséh-
nout az 20 %. Piesahne-li jeho obsah 1 %, stdvé se melasa podezielou, Ze je infikovana bak-
teriemi. Jeji zadvadnost spociva v tom, Ze mize obsahovat pro kvasinky toxické mnozstvi

kyseliny maselné a propionové. DalSim cukrem v melase je rafinosa, obsazena jiz v cukrovce
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a z ni pfechazi do melasy. Lihovarskymi kvasinkami je zkvasitelnd jen z 1/3 [3]. Z necukrt
tvoti anorganické soli 10 az 12 % podilu melasy, zbytek pak organické latky. Organické
latky jsou tvofeny dusikatymi latkami, betain pfedstavuje 50 % veskerého dusiku melasy,
rozkladné produkty bilkovin (amidy a aminokyseliny) a bezdusikatymi slou¢eninami, které
Ize rozd¢lit na organické kyseliny a jejich soli, slizovité latky, bezdusikatd barviva a nékteré
dalsi latky. Z pohledu lihové fermentace je sledovan obsah dusikatych latek (celkovy obsah
dusiku ¢ini 1,0 - 1,6 %), kvasinky vyuziji zhruba jen polovinu, a obsah fosforu, kterého byva
v melase jen asi 0,06 %. Nejvyznamnéjsi dusikaté latky v melase jsou aminokyseliny, z nichz
kyselina asparagova a glutamova jsou dulezité pro vyzivu kvasinek. Naopak betain je pro
kvasinky zcela bez uzitku, pfi jeho termickém rozkladu vznikaji aminy. Takové mnoZstvi
na vyzivu kvasinek nestaci, a proto se musi melasové zapary ptizivovat [2, 5]. U fepné me-

lasy s 50 % cukru Ize ze 100 kg dosédhnout az 31 | etanolu [4].

Titinova melasa

Mnohé staty vyuzivaji k vyrobé lihu tftinovou melasu. Vznika podobné jako fepna melasa
pfi odd€lovani cukru od mate¢nych louhtl, které se ziskaly svafenim a Cifenim surové $tavy
ze titiny. Pevny odpad po zpracovani titiny se nazyva bagasa, kterd v posledni dob& nachazi
pouziti jako surovina pro fermentacni primysl (po pfedchozi hydrolyze). Titinova melasa
obsahuje 50 - 55 % celkového cukru, 30 % necukri, 15 - 20 % vody a ma pH 5. Celkovy
cukr je tvofen pfedevsim sacharosou, ale téz vyznamnym podilem monosacharidl (glukosa

a fruktosa). Typicky pro tftinovou melasu je vyssi obsah invertniho cukru az 20 % [5].

1.2 Suroviny §krobnaté

Suroviny Skrobnaté obsahuji polysacharid Skrob, ktery je nutno nejdiive pfeménit na zkvasi-

telny cukr. Z tohoto ditvodu je vyroba lihu ze Skrobnatych surovin po strance technologické

vvvvvv

viny a zbytky z potravinarského pramyslu [1].

1.2.1 Brambory

Brambory jsou hlavnim piedstavitelem této skupiny, 1ze z nich vyrobit kvalitni neutralni
alkohol. Hliza brambor obsahuje primérné 18 % Skrobu v zavislosti na odridé, jsou vSak

problémy s jejich skladovanim [2]. Byly u nas dfive hlavni lihovarskou surovinou.
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Jsou plodinou, kterd ma vhodné zastoupeni vSech latek, ptiznivé ovliviujicich kvaSeni.
Z bezdusikatych latek kromé Skrobu, glukosu asi 0,2 %, sacharosu asi 0,3 %, vldkninu asi
1 %, tuk 0,15 %, pektiny a pentosany (0,7 az 1 %), dusikatych latek asi 2 %. V namrzlych
bramborach stoupa obsah cukrt pres 3 % [3].

1.2.2 Obiloviny

Obiloviny jsou v fadé¢ statd hlavni lihovarskou surovinou. Pro zpracovani obili na lih je
vou hmotnosti a absolutni hmotnosti 1000 zrn se zvySuje zpravidla i obsah Skrobu a tim
1 alkoholové vytézky. Nejvice se zpracovava kukufice a zito. U nds v minulosti pro vyrobu
lihu bylo zpracovavano pouze "havarované" obili (napt. znehodnocené houbou Claviceps
purpurea) [2, 4].

V soucasné dob¢ je hlavni surovinou pSenice (technické odriiddy Trane, Astella, Rexia), kte-
ra obsahuje v zavislosti na kultivacnich podminkach kolem 65 - 71 % Skrobu, 14 % bilko-
vin, 1,8 % tuku, 68 % extraktivnich bezdusikatych latek [4].

Dale zito, zapary ze zita jsou vSak oproti psSenici viskdzné€jsi, coz je zptisobeno vyssim ob-
sahem pentosanil (kolem 10 %). V poslednich letech se s tspéchem pouziva kiizenec Zita
a pSenice - tritikale. Jeho odriidy jsou snadnéji zpracovatelné lihovarskym zptsobem a da-
vaji dobré vytézky lihu [4].

Jecmen a oves se k vyrob¢ lihu pouZzivaji pomérné zfidka. Jejich nevyhodou je vysoky podil
pluch v zrnu, které zplsobuji problémy pfii kvaseni (tvorba silnych dek na povrchu kvasu)
[2].

Kukufice se péstuje hlavné v teplejsich krajinach. Je jednou z nejvykonnéjsich rostlin z hle-
diska hektarovych vynosi. Obsahuje az 5 % tuku, coz ptiznivé ovliviluje 1 vlastni kvaseni.

Obsah skrobu je nad 65 % [2].

V nékterych statech se k vyrobé lihu pouziva ryze, €irok, jehoZ semena obsahuji az 70 %
Skrobu, cassava az 40 % Skrobu, sladké brambory (bataty) obsahuji az 65 % Skrobu
v susing, ve forme hliz nebo suseného prasku [2].

K vyrobé lihu se daji vyuZit i odpady ze zpracovani obili a brambor, napi. kalové Skroby
(drobna Skrobova zrna z odpadnich vod a rtizné podiadné Skroby) a zadni Skroby, zbytky

ze zpracovani brambor — ¢erny odpad (po loupani brambor, obsahuje 4 - 6 % Skrobu) [1, 2].
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1.3 Suroviny obsahujici dalSi polysacharidy

Inulin je polysacharid obsahujici fruktosu. Tato latka se vyskytuje v topinamburech a v Ce-
kance. Hlizy topinamburti obsahuji v priméru kolem 16 % inulinu, déle pak mens$i mnozstvi
D-fruktosy a levulinu. Hektarovy vynos hliz miize dosahnout az 30 tun. Stépeni inulinu je
snazsi nez Skrobu, zajistuje ho enzym inulinasa obsazeny piimo v hlizach v dob¢ vegetace

[4].
1.4 Lignocelulozové suroviny
Nadéjnym a stale ne zcela docenénym zdrojem sacharidll jsou lignocelulozové suroviny,

protoze vyzaduji razantngjsi predupravu. Jsou to sulfitové vyluhy a hydrolyzaty dieva [2].

Sulfitové vyluhy

.....

dfeva na monosacharidy. Z vyluhu je nutno odstranit SO,, upravit pH, dophit Ziviny a za-

kvasit [1].
Hydrolyzaty dieva

Ziskame Stépenim celulosy za tlaku slabou kyselinou sirovou za vzniku glukosy. Této suro-

viny se hojné pouziva k vyrob¢ etanolu v Rusku [1].
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2 VYTEZNOST

Podle Gay-Lussacovy rovnice lze vypocitat teoretické vytézky z jednotlivych sacharida.
V praxi se vSak teoretické vytézky nedocili, nebot’ pfi kvaseni vznikaji vedle etanolu vedlejsi
produkty jako jsou organické kyseliny, glycerin, vyssi a niz$i alkoholy, skrob se v plném
rozsahu nezcukii, ¢ast cukru neprokvasi, mald ¢ast lihu se odpafi nebo pii styku se vzdu-
chem oxiduje na acetaldehyd. Proto jsou praktické vytézky vzdy nizsi nez teoretické a uda-
vaji se vrozmezi 54 - 56 1 absolutniho alkoholu pro glukosu, 58 - 60 1 pro sacharosu

a 60 - 66 1 pro Skrob ze 100 kg substratu [7]. Alkoholické vytézky u nejcastéji pouzivanych

surovin udava tabulka 1 [8].

Tab. 1 Alkoholické vytézky

Surovina | Vytéznost cukru [%)] | Ze 100 kg suroviny ziskame [l]
Melasa 50 31,0
Brambory 18 11,5
Zito 50 32,0
JeCmen 58 37,1
PSenice 65 41,6
Kukufice 60 38,4

Alkoholovou vytéznosti, kterd charakterizuje vhodnost suroviny pro vyrobu lihu, se pova-

zuje mnozstvi vyrobeného lihu vyjadieného v litrech (stupnich) absolutniho 100 % lihu

vztahnutého na 100 kg zpracované suroviny (ptipadné susiny) [1].
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3 MIKROORGANISMY V LIHOVARNICTVi

Etanol mohou produkovat ve vét§im nebo men$im mnozstvi nejriiznéj$i mikroorganismy,
v praxi se vSak uplatiiuji pouze kvasinky, a to z divodu technologickych i1 ekonomickych.
Kvasinky zarucuji pti optimalnim vedeni kvasnych pochodti maximalni vytéznost, produkt je
velmi Cisty, standardni jakosti a odpovidd svym charakterem zpracované surovingé. Mnohé

z nich jsou pro své vlastnosti vyuzivany v biotechnologiich [1].

Rod Saccharomyces ptedstavuje bezpochyby ekonomicky nejvyznamnéjsi skupinu mikroor-
ganismll pouzivanych v priimyslu [9]. Nejpouzivangj$im druhem je Saccharomyces cerevi-
siae jsou to fakultativné anaerobni mikroorganismy, coZ znamena, Ze jejich primarni ¢innosti
je fermentace (kvaseni), ale jsou schopny rust a utilizovat sacharidy (pfipadné i jiné uhlikaté
substraty) i za aerobnich podminek. Hlavnim jejich metabolitem je etanol tvotfeny v buiice
z monosacharidi, které byly transportovany z média do buiiky a nasledné¢ fadou enzymo-
vych reakci jsou pfeménény na konecny produkt etanol a oxid uhliCity [4]. S. cerevisiae
fermentuje glukosu, manosu, fruktosu, galaktosu, maltosu, sacharosu, maltotriosu a z jedné
tfetiny rafinosu. Vyznacuji se vysokou rychlosti tvorby etanolu, vysokou toleranci k etanolu
a nizkou produkci vedlejSich metabolitd [9]. Saccharomyces cerevisiae, snimek

z elektronového mikroskopu je zobrazen na obrazku 2 [13].

Pro rod Saccharomyces je charakteristicky vegetativni zplisob rozmnozovani probihajici
multilaterdlnim pucenim, bunky jsou sférické, elipsoidni, cylindrické nebo protéhlé. Vyji-
mecné je vytvareno pseudomycelium, vegetativné rostouci bunky jsou prevazné diploidni,

nebo polyploidni. Méné ¢asté je pohlavni rozmnozovani vedouci k tvorbé askospor [9].

Obr. 2 Saccharomyces cerevisiae
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Pti alkoholovém kvaseni za anaerobnich podminek je glukosa nejprve odbouravana v proce-
su glykolyzy na pyruvat, ktery je dekarboxylovan a vznikly acetaldehyd redukovan na etanol
(tzv. Embden-Meyerhof-Parnasova (EMP) draha) [12]. Kvasinky se pfedem namnozi
v propagacni stanici nebo pouzivame pekatské drozdi [2]. Schéma etanolového kvaseni je

uvedeno na obrazku 3 [11].

Producenty etanolu mohou byt i bakterie, slibnou bakterii je Zymomonas mobilis, kterd ma
v porovnani s kvasinkami rychlej$i metabolismus, niz$i naroky na vyzivu, fermentace muize
probihat za vysSich teplot. Glukosa je metabolizovana pomoci Entner-Doudoroffovy drahy,
kde kli¢ovym meziproduktem je 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat (KDPG) [2].
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3.1 Vyziva kvasinek

Kvasinky mohou pro vystavbu bunky pouzit pouze latky, které projdou bunéénou membra-
nou. Pokud zapara neobsahuje dostatek zivin, nemize dojit k patfiénému pomnoZzeni kvasi-

nek, které se fidi zivinou, zastoupeno v minimu [7].

Pro optimalni pribéh kvasnych pochodl i pro stimulac¢ni Gcinek, jako zakladni slozka
bunécného téla, jsou velice dilezité dusikaté latky, jejichZ rozkladem nebo pfeménou vzni-
kaji slouCeniny, které mohou podle charakteru bud’ kladn¢ nebo zaporn€ ovlivnit jakost

findlniho vyrobku [7].

Pro vyzivu kvasinek ptichazeji v ivahu $tépné produkty bilkovin, obzvlast peptidy, amidy
a aminokyseliny. Pfi dostate¢ném mnozstvi sacharidi mohou kvasinky utilizovat také mine-
ralni dusik, amoniak a jeho soli, které je vSak nutno pfesné davkovat, nebot’ v prebytku

difunduji sice do buiiky, ale nemohou byt vyuzity [7].

Uhlik pro stavbu buiiky si kvasinky ziskavaji také z organickych dusikatych latek. Pti nedo-
statku tohoto zdroje mohou za piitomnosti minerdlnich soli a kysliku vyuzivat také uhlik

ze sacharidi, pentosant, organickych kyselin i etanolu [7].

Z mineralnich latek ovlivitujicich latkovou vyménu kvasinek jsou diilezité hlavné ty, jez jsou
zastoupeny ve vEétSim mnozstvi v kvasnicném popelu (P, K, Mg, Ca). Velky vyznam ma
pfitomnost stopovych prvki, z nichz n¢které jako soucast enzymt, jsou dilezitymi stimula-

tory kvasinek (Mn, Cu, Fe) [7].

3.2 Cinitelé ovliviiujici ¢innost kvasinek

Mezi ¢initele ovliviiujici ¢innost kvasinek a tim 1 pribéh kvaseni se fadi teplota, koncentrace
substratu, pH, ptitomnost stimula¢nich a inhibi¢nich latek [1].

Optimalni teplota pii kvaseni se pohybuje od 27 - 29 °C, max. do 30 °C, optimum pro mno-
Zeni a rust kvasinek od 32 - 34 °C. Pfi vyssi teploté se kvasinky oslabuji. Smrtici teplota je

kolem 55 °C a jeji vliv je zesilovan koncentraci alkoholu [7].

Koncentrace substratu se ma pohybovat v rozmezi 16 - 18 % cukru. Pfi vyssi koncentraci

se prodluzuje doba kvaSeni a zvySuje se mnozstvi neprokvaseného cukru [1].
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pH prostredi se ma s zfetelem na enzymaticky systém kvasinek pohybovat od 4,6 - 5,6.
Plsobi-li vyssi pH delsi dobu, aktivuji se proteolytické enzymy a dochézi k rozkladu vlastni
bilkoviny, nizs$i hodnoty pH snéseji kvasinky velmi dobte, ¢ehoz se vyuziva jako ochrany

proti kontaminantim [7].

Z inhibi¢nich latek je nutno uvést stopy tézkych kovii (As, Pb, Zn), kyselina maselna (jiz
pti koncentraci 0,0005 %, déle propionova (0,001 %) a octova (0,15 %), negativné plisobi
sam o sob¢ alkohol. Pii koncentraci 4 - 5 % obj. alkoholu se kvasinky pfestavaji mnoZzit,

nad 17 % obj. kvaseni ustava [1].

3.3 Nezadouci mikroorganismy

V lihovarech se setkdvame také s jingmi mikroorganismy, a to zejména v lihovarskych zapa-
rach, jez jsou vhodnym substratem nejen pro kvasinky, ale i pro jiné mikroorganismy, které
pfi vyrobé Skodi a jsou pfic¢inou nezddouci kontaminace. Nejcastéji se setkdvame

s bakteriemi, plisnémi a divokymi kvasinkami [1].

3.3.1 Bakterie

Bakterie Ziji z téhoz substratu jako kvasinky, jenZe cukr neméni na lih, av§ak na jiné zplodi-
ny (té¢kavé kyseliny), které snizuji nejen vytéznost, ale tlumi ¢i umrtvuji kvasinky a brzdi
¢innost enzymu amylazy [1]. Do zapar se dostavaji vodou, surovinou, sladem, ze vzduchu
a z nedostatecné vycisténych naddob a potrubi. Za zvlast nebezpecné jsou pokladany bakte-
rie sporotvorné a bakterie, které maji Zivotni podminky pfiblizné stejné jako kvasinky (tep-
lota, pH). Pfi vyrob¢ lihu se nejcast&ji vyskytuji bakterie mlééného, maselného a octového

kvaseni [7].

Bakterie mlé¢ného kvaseni, zejména divoké formy, produkuji kromé kyseliny mlécné také
tékavé kyseliny. Optimalni teplota pro jejich ¢innost se pohybuje v rozmezi 40 - 50 °C.
Za urcitych podminek mohou vsak ptisobit pfiznive, nebot’ vytvofenim nizkého pH (pod

4,2) potlacuji cizi, nezadouci mikrofloru [1].
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Bakterie maselného kvaseni tvofi velmi rezistetni spory, vyskytuji se nejcast&ji pti zpraco-
véani havarovaného obili, vadné melasy nebo nahnilych brambor. Rozkladaji cukr na kyselinu
maselnou (je jedem pro kvasinky), CO, a vodu a jako vedlejsi produkty vznikaji kyselina

octova, propidnova a vyssi alkoholy. Snizuji tedy vytéznost lihu [1].

Bakterie octového kvaSeni oxiduji lih na kyselinu octovou popt. az na CO, a vodu. Patii
pfi vyrobé lihu mezi obavanou infekci, hlavné ve fazi dokvasovani. Jelikoz netvofi spory,

ni¢i se snadno vyssi teplotou [5].

3.3.2 Plisné a divoké kvasinky

Pokud se v lihovaru objevi plisné, je to zpravidla znamkou zanedbavané Cistoty a nedosta-
te¢né udrzby lihovarského provozu. Jelikoz vyssi teplotou se nici, nejsou pro vyrobu tak
nebezpecné. Vyskytuji se hlavné pii dokvaSovani. Hotovému vyrobku ud€luji nepiijemnou
chut’ 1 viini a snizuji vytéznost [1].

Zdrojem divokych kvasinek jsou vody, vzduch a Casto také zeleny slad. Vyskytuji se hlav-

né ve fazi dokvaSovani, tvoii v zaparach povlak (kiis), oxiduji etanol az na vodu a CO,

(Candida, Pichia) [7].

3.3.3 Ochrana pred kontaminanty

Ochrana pred nezddoucimi mikroorganismy muize byt bud’ aktivni, nebo pasivni. Pasivni
ochrana spoc¢ivad v omezeni moznosti ristu, kdezto aktivni ochranou se rozumi pfimé niceni
mikroorganismti u¢innymi prostfedky. Pasivni ochrana je pfirozengjsi, levnéjsi, méné dras-
ticka a vétSinou zivotni projevy a rust zadoucich mikroorganismil nebrzdi [7].

V kvasném pramyslu se vede boj proti kontaminantiim nékolika zplisoby. V prvé fad¢ tim,
ze dbame na Cistotu, dale vysokou teplotou pii sterilizaci a pafeni, nizkou teplotou pfi za-
kvaSovani zépary, jez rist kontaminantii brzdi. V krajnim ptipad€ se pouZzivaji antiseptické
ptipravky, které Skodlivou mikrofloru ni¢i nebo snizuji ucinek jejiho piisobeni (formalin,
SO,, H,SO,4, NaOH) a chlérové vapno, které se vSak pro silné korozni u¢inky pouziva jen
v krajnim ptipadé [7].

Z novéjsich zpiisobll se pouzivaji ultrafialové paprsky a radioaktivni zafeni. Ultrafialové

paprsky mohou vSak pfi nizkych davkach rist bakterii stimulovat [7].
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4 BIOCHEMISMUS LIHOVEHO KVASENI

Kvasny neboli fermentacni zplisob vyroby etanolu je zaloZen na plsobeni enzymil mikrobi-
alni bunky (vétsinou bunck nékterych kvasinek) v procesu, kterému se tikéd lihové kvaSeni.
Jde o proces, ktery probihd prevazné bez pristupu vzduchu (anaerobné), i kdyz nejde v pti-
pad¢ kvasinek o striktné anaerobni podminky. Mirné provzdus$néni kvasného média, hlavné
na zaCatku fermentace, je pfiznivé pro potiebny nartst bunék a jejich aktivitu. Pfi lihovém
kvaSeni dochézi k postupnému rozkladu sacharidii enzymy mikroorganismti a uvoliiovani

energie, jeji mensi ¢ast je fixovana ve formé ATP, zbytek je pfemeénovan na teplo [2].

CsH1206 » 2 C,H;0H +2 CO, + 118 kJ 2)
100 g 51,14g 48,86 g

Pii lihovém kvaseni vznika pfi rozpadu cukru piisobenim enzymu kromé hlavnich produktt
(etanol, CO,) celd fada vedlejSich latek. Nejvétsi vyznam mé glycerol, vznikd v prvni fazi
ra kvasinek). Z vysSich jednosytnych alkoholti jako hlavni soucast pfiboudliny jsou nejdile-
zit¢jsi isoamylalkohol, propylalkohol a butylalkohol. Pfiboudlina vznik4 pfevazné enzymo-
vymi pochody z aminokyselin pfitomnych v zapate, zZlutohnéd¢ zbarvena tekutina, nepiijem-
ného, ke kasli drazdiciho zépachu; v surovém lihu ji byva 0,10 - 0,50 %. Z dalSich produkta
jsou zastoupeny acetaldehyd, kyselina jantarova, mravenci, mlé¢na a octova. Kromé glyce-
rolu, kyseliny mlé¢né a jantarové jde vesmés o latky té€kavé, které pfechazeji do destilatu
a ovliviluji jeho sloZeni a kvalitu. Pfi vyrobé lihu ze zemé&délskych surovin byl obsah meta-
nolu zjistén jen ve stopach, ve zietelném mnozstvi se vSak nachazi v palenkach, kde vznika
enzymatickym rozkladem pektinu. Estery mohou vznikat extracelularné, pficemz jejich
vznik je vazén na druh kvasiciho mikroorganismu. V koncentrovaném stavu maji zpravidla
nepiijemny zapach; ve zfedéném stavu udéluji destilatu piijemné, pro jeho ptivod charakte-

ristick¢ aréma [1, 5].
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5 OBECNA CHARAKTERISTIKA ALKOHOLU

Alkoholy jsou derivaty uhlovodiki, které maji v molekule vazanou hydroxylovou skupinu -
OH. Lze je formalné povazovat za prvni stupenl oxida¢ni fady uhlovodikti [14]. B&Zné se
vyskytuji alifatické, alicyklické, aromatické a heterocyklické alkoholy, alkoholy primarni,
sekundérni a terciarni. Alkoholy jsou primarnimi i sekundarnimi vonnymi a chutovymi lat-
kami potravin rostlinného a také Zivocisného plivodu. Jako aromatické latky se uplatiuji
hlavné volné primarni alkoholy a jejich estery, zejména u ovoce a alkoholickych néapoji.
Z alkoholt se uplatiiuji metanol, etanol, vyssi alkoholy (pfiboudlina), z aminokyselin vznika-

jirovnéZ nékteré aromatické a heterocyklické alkoholy [15].

5.1 Charakteristika a vlastnosti etanolu

Etanol (CH3;CH,OH) je jednomocny nasyceny alkohol vazany v rliznych esterech (silice,
koteni aj.) a v malém mnozstvi béZnou slozkou aréma mnoha potravin. Volny etanol vznika
spolu s oxidem uhli¢itym a mnoha minoritnimi latkami jako hlavni produkt pii anaerobnim
odbouravani cukrti kvasinkami tzv. alkoholovém kvaseni. Vyskytuje se proto ve vSech al-
koholickych nédpojich a ptfitomen je také v tésté¢ a ve vSech kysanych mléénych vyrobceich.
Vznikd rovnéz pii intramolekularnim dychani a Ize jej vyrobit synteticky katalytickou hydra-
taci etylenu [15]. V Cistém stavu predstavuje Cirou, lehce pohyblivou kapalinu, ostré, ale
ve zfedéni piijemné ving a palivé chuti. Je neomezené misitelny s vodou, pfiCemz dochazi
ke kontrakci (smrStovani) objemu. Je snadno zapalny a proto klasifikovan jako hoflavina
1. tfidy. Mérna hmotnost ¢ini 0,79425 g.cm >, bod varu 78,3 °C, mrzne pfi teploté -112 °C.
Ve smési s vodou vykazuje vyssi bod varu, ktery odpovida piesné sloZeni kapaliny; hoti
slabé svitivym, necadivym plamenem, pfi¢emz se rozkldd4d na vodu a CO, a uvoliuje se
energie 29,56 MJ kg '. Je dobrym rozpoustédlem pro latky ve vodé nerozpustné jako prys-
kyfice, mastné kyseliny atd. Pfi netiplné oxidaci se méni na acetaldehyd, pfi Gplné na kyseli-
alkohol je pfi mirném pouzivani pro lidsky organismus neskodny, osvéZuje a je zdrojem
energie [1]. Etanol je vysoce hodnotné ekologické palivo pro spalovaci motory, ma antide-
tonacni vlastnosti. Jeho nedostatkem je schopnost vazat vodu a piisobit tak korozi motoru,

coZ lze odstranit ptiddnim vhodnych aditiv (antikoroznich ptipravkil) [14].


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ethen
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Ekologick%C3%A9_palivo&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Spalovac%C3%AD_motor
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Antidetona%C4%8Dn%C3%AD_vlastnosti&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Antidetona%C4%8Dn%C3%AD_vlastnosti&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Voda
http://cs.wikipedia.org/wiki/Koroze
http://cs.wikipedia.org/wiki/Motor
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6 VYROBA PRUMYSLOVEHO LIHU Z MELASY

Vychozi surovinou pro vyrobu priamyslového lihu je u nas témét vyhradné melasa. Fermen-
ta¢ni proces neni zaméfen na tvorbu senzoricky latek, ale pfedev$sim na vytéznost a mnoz-

stvi alkoholu [1].

Technologicky proces 1ze rozdélit do nasledujicich vyrobnich fazi:

1. nékup, pfejimka, skladovani, Cerpani a uprava melasy,
2. ptiprava fermentacniho média (zépary),
3. zakvaSovani a kvaSeni zapary,

4. destilace zralé zapary [7].

6.1 Nakup, prejimka, skladovani, cerpani a iprava melasy

Melasu nakupuji lihovary v cukrovarech na zdkladé hmotnosti a obsahu cukru, prodejni

melasa ma mit susinu 80 °Bg' a obsahovat 50 % sacharosy [1].

Pfi pfejimani se odebird vzorek trubkovym vzorkovacem, rozbory uvadéji sacharizaci, pola-
rizaci a alkalitu. Pfi stanoveni polarizace nesmi byt rozdil mezi analyzou cukrovaru a lihova-
ru vétsinez 0,6 % hm [5].

Melasa se v lihovarech skladuje v zasobnicich tzv. melasnicich, jsou to zelezné, vélcovité
nadoby o objemu 20 az 30 tisic hl. Dno nddob musi byt pfistupné, ve stiedu horniho vika je
odvzdusiovaci otvor. Ddle je melasnik opatfen plovdkovym ukazatelem obsahu melasy,
jimkami na teploméry, aj. Melasa urcena ke zpracovani na lih by méla byt 6 mésict odlezela,
¢imz se oddéli suspendovatelné latky a na povrchu se vylouci péna. Na dné se usazuji kaly,
které by nemély piejit do fermentacniho media [5].

Poté se precerpava z melasniku do ptedlohovych nebo manipulacnich nadrzi, ve kterych se
zfed’'uje vodou asi na 56 °Bg, aby ji bylo mozno snadno rozvadét. Pti fedéni se n€kdy pro-
vadi neutralizace kyselinou sirovou. Tepelna Uprava a ¢ifeni melasy se v naSich podminkach

neprovadi (odstrani se tak tékavé inhibicni latky jako SO,, mastné kyseliny apod.).

! Ballingovy sacharometrické stupné (°Bg, °S) udavaji, kolik gramt cukru (nebo veskerého extraktu) je
obsazeno ve 100 g tekutiny. Tyto stupné tedy udavaji hmotnostni (vahova) procenta cukru (extraktu), neboli
zdanlivou susinu roztoku [16].
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Pii zpracovani znacné kontaminovanych melas je nutno ptidavat do zapary desinfekéni pro-

sttedky (napft. chlorové vapno) [5].

6.2 Priprava fermentacniho média (zapary)

Zapara se piipravuje v podstaté dvojim zpisobem, bud’ periodicky, nebo kontinudlné.
Periodicky zptsob Ize kombinovat soucasné s Upravou melasy. Melasa se nejprve fedi vo-
dou na provozni koncentraci, provadi se Gprava pH a pfizivuje se. Okyselovani pfichdzi
v uvahu pouze u fepnych melas (titinové melasy jsou kysel¢). Nadrze, ve kterych se zapara
pfipravuje, jsou opatfeny michacim zafizenim a stavoznaky, jsou instalovany vySe nez kvas-
né kadeé (k transportu medii se vyuziva samospadu). Po vyprazdnéni se nadrz musi vycistit
a dezinfikovat. Nevyhodou tohoto zplsobu je diskontinuita, moznost pomnozeni infekce
apod. [1, 5].

Kontinudlné se pfipravuje melasa v riznych zied'ovacich epruvetich, coz jsou nadrzky
ve tvaru obraceného zvonu, do nichz spodem, pfitékd roztok melasy, voda a kyselina. Ka-
palina se zménou sméru toku a vifenim v nadrzce dokonale promisi a na vnitinim obvodu
pfepadd do zéparového potrubi. Nastaveni koncentraci se déje pomoci regulace pritoki
medii, pH se upravuje regulaci pritoku kyseliny a pomoci pH-metru. Jiny kontinudlni zpi-
sob je zaloZeny na pouziti dlouhého, uzkého vélce, do kterého ne jednom konci proudi me-
lasa, voda, kyselina, roztok zivin a odpénovaci tuk (ve stanoveném poméru) a na druhém
vytékd hotova sladkd zapara. Uvnitt sméSovaciho vélce jsou umistény razné profilované
ptepazky, aby doslo k dobrému promichani [5].

Obvykle se pii kvaseni pouziva dvou riznych koncentraci zapary, slabsi pfi zahdjeni kvaseni
(5 - 10 °Bg) a silngjsi pfi dopliiovani fermentoru b&hem kvaseni (15 - 20 °Bg).
K okyselovani se pouziva nejcasteji H,SO., kterd vSak tvofi s vadpenatymi slouceninami téz-
ko rozpustny siran vapenaty, ktery zptisobuje inkrustaci trubek na odparkach a v destilac-
nich kolonach. Proto se doporucuje stiidat H,SO,4 a HCI1. Provadi se Gprava pH na hodnotu
4,5 -5[1].

Melasa je pro nckteré technologické postupy deficitni na asimilovatelny dusik, ve vSech
ptipadech pak obsahuje nedostatecné mnozstvi kyseliny fosfore¢né. Pti klasickém zplsobu
kvaSeni se pridava fosfor i dusik, pfi vratné separaci kvasinek staci zpravidla ptidavat fosfor.
Velmi obezietné ma byt pfizivovani amonnymi solemi, ponévadz pfi jejich nadbytku stoupa

produkce kvasni¢ni hmoty na tkor vytéznosti lihu. Proto lze ddvkovanim dusiku do zna¢né
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miry regulovat rozmnozovani kvasinek. Dusik se pfidava ve sloucenindch, z nichz se miize
uvolnit jako NH4'". Pfi vypoctu potiebného mnoZstvi se vychazi ze zjisténi, Ze melasa obsa-
huje asi 1,6 % veskerého dusiku, z néhoz je asi jen polovina asimilovatelného. Pti pfizivo-
vani fosforem vychdzime z ptedpokladu, ze melasa obsahuje kolem 0,06 % fosforu, Slouce-
niny fosforu jsou vSak jen ¢astecné rozpustné a ze zjisténého fosforu je asi jen polovina me-
tabolizovana [3]. Pro pfiziveni zépar se diive pfidavaly organické Ziviny, nyni se vylu¢né
pouzivaji anorganické soli, nejcastéji siran amonny (21 % N), hydrogenfosfore¢nan diamon-

ny, neboli diamonfosfat (21 % N a 45 % P,0s) a vyluh superfosfatu (16 % P,0s) [5].

6.3 ZakvaSovani a kvaSeni zapary

Pro zakvaSovani zapar se pouziva vétsinou recirkulace kvasinek a propagace kvasni¢né kul-
tury se provadi pouze na zacatku kampané nebo pfi preruseni provozu [10]. Velké lihovary
vétSinou vychazeji z vlastni kultury kvasinek, kterou si postupné napropaguji v laboratofi
a potom v provozni propagacni stanici. Pro kultivaci se pouziva vysterilovana zapara (jeji
koncentrace se ma pohybovat kolem 10 - 12 °Bg), ktera se naockuje kvasni¢nou kulturou
a postupné¢ se rozmnozuje, pficemz se intenzivné vétrd. Po naockovani a prokvaseni klesne
koncentrace na polovinu tj. na 5 - 6 °Bg. Pfipraveny zakvas se pak napusti do kvasné kadg,
kam se ptipousti postupné sladka zapara. Podstatny rozdil mezi propagaci a zédkvasem spo-
¢iva v tom, ze u zakvasu se nepracuje se sterilni zaparou. Dopliiovani zdpary po ¢astecném
prokvaSeni musi byt co do mnoZstvi a sacharizace takové, aby obsah alkoholu nepiekrocil
inhibi¢ni hranici 10 %. Kvasinky v prokvaSené zapate pii vysoké koncentraci alkoholu ztra-

ceji velmi rychle aktivitu, snadno sedimentuji a podI¢haji autolyze [1, 5].

6.4 Zpusoby kvaSeni a jeho pribéh

V literatute existuje velké mnozstvi riznych zptisobll kvaseni. Zde budou uvedeny jen zasa-
dy téch hlavnich [10]. Bioreaktory (kvasné kad¢) nejsou konstrukéné nijak slozité. Obvykle
nejsou opatieny vzduSnénim. Dnes se pouzivaji jiz jen bioreaktory uzaviené z nerezavéjici

oceli s moznosti regulace teploty a pH [4].
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6.4.1 Klasicky vsadkovy proces

Klasicky vsadkovy ("batch") proces je velmi jednoduchy, ale dosahuje jen nizkou produkti-
vitu a delsi dobu kvaseni. Charakteristické je, ze probihd pfi stejném objemu zapary od za-

¢atku do konce [2].

6.4.2 Pritokovy zptsob

Ptitokovy zplsob ("fed-batch™), ktery souvisi s davkovaci strategii je v celosvétovém me-
fitku stale ¢asto vyuzivan. Fed-batch proces u S. cerevisiae probiha ve dvou fazich. V prvni
dochazi k ristu a produkci etanolu, v druhé je rist zastaveny, avSak bunky produkuji etanol
déle [12]. Limitujicim faktorem je vysledna koncentrace etanolu, ktera se pohybuje v roz-
mezi od 10 do 12 % obj. Pti dobrém vedeni procesu miize byt produktivita systému kolem
5 kg etanolu/m’.h. Jedna $are trva 17 az 18 hodin. Tento zptisob se snadno pievede
na semikontinualni. Kvaseni se zaéina s pomérné vysokou koncentraci bun&k (kolem 30.10°
bunék v 1 ml) na melasovém mediu o koncentraci susiny 35 - 38 °Bg. Dalsi ptitoky se reali-
zuji tak, aby zdanliva koncentrace zépary nebyla vys$sinez 12 - 13 °Bg. Cim vyssi bude kon-
centrace kvasinek, tim kratS$i bude doba fermentace. Nevyhodou tohoto zplisobu je stala

nutnost ptipravy zakvasu [4].

6.4.3 Zpisob s recyklaci kvasinek

Zpusob s recyklaci kvasinek (se zvratnou separaci bunék) je znam od roku 1932 jako "Mel-
le-Boinotiiv" zplsob a patii mezi nejrozsifencjsi v melasovém lihovarstvi. Schéma kvasirny
s vratnou separaci kvasinek je zobrazeno na obrazku 4 [3]. Princip spociva v tom, Ze se
kvasinky z prokvaSené zapary opakované pouziji jako inokulum do nové fermentace, tim se
usetii cukr pottebny k syntéze biomasy a je mozné pracovat od zacatku s vysokou koncent-
raci buné€k, coz celkové zrychli kvaseni. Kvasni¢né mléko, ziskané odstfedénim prokvaSené
zapary, se oSetii v preparacni 1azni, pfidd se dvojndsobné mnozstvi vody a pH se kyselinou
sirovou upravi na hodnotu 2,0 az 2,5 [4]. Timto zpiisobem se kvasinky zbavuji vrstvy ko-
loidnich latek (obaluji bunky), dochazi k aktivaci kvasinek a usmrceni kontaminujicich bak-
terii. Béhem preparacni doby, kterd ¢ini 1 az 2 hodiny se 14zefi mirn€ probublava (promicha-
vd) oxidem uhli¢itym, od€erpavanym z kvasnych kadi. Pfi provzdusnovéani vzduchem by
totiz mohly kvasinky redukovat kyselinu sirovou az na sirovodik, ktery je kvasniénym jedem

[3, 5]. Zapara se odstfed’uje na konci fermentace, ne vSak cely objem kadé (neseparuje se
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5 - 10 % obsahu), nybrz pouze stiedni ¢ast obsahujici kvalitni kvasinky. Svrchni a spodni
cast zapary se vede na destilaci. Po skonCeni preparace se suspenze kvasinek prevede
do kvasné kadé, kam se soucasné ptida tolik melasového roztoku, aby smés po promichani
méla koncentraci 12 - 14 °Bg [4]. V posledni dobé se misto odstfedivek zacinaji uzivat
membranové mikrofiltracni jednotky (obvykle jde o tubularni keramické systémy), které
zadrzuji buiiky a tak jejich koncentrace prudce vzrista. Produktivita fermentace se vyrazné
zvysuje. Krom¢ toho se znacné snizi nebezpeci kontaminace, protoze jde vlastné o uzavie-

nou smycku [2].
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Obr. 4 Schéma kvasirny s vratnou separaci kvasinek

1, 2 — kultiva¢ni naddoby; 3 — kvasné a preparacni nadoby; 4 — kvasné kad¢; 5 — napajeci
nadrz pro odstfedivku; 6 — odstfedivka pro separaci kvasnic ze zapary; 7- sbérnd kad’
na odseparovanou zaparu; 8 — sbornik pro kvasnicné mléko; 9 — pracka pro zachycovani
lihu z kvasnych plynti; 10 — zasobnik na vodu; 11 — nadrz na kyselinu sirovou; 12 — roz-
tok zivin; 13 — zfed’'ovaci nadrz na kyselinu sirovou; 14 — zasobnik na melasu; 15 — zie-
d’ovaci epruveta; 16 — filtra¢ni stanice na vzduch.

6.4.4 Kontinualni zpisoby lihového kvaseni

Jsou charakterizovany nepietrzitym piitokem cerstvé a odtokem prokvaSené zapary z fer-
mentoru [10]. Existuje mnoho variant usporadani a také i konstrukce nadob, které jsou dnes
zaloZzeny na principech recirkulace nebo zadrze biomasy (v€etné imobilizace kvasinek)
a odstranovani etanolu z fermentoru, aby se snizil jeho inhibi¢ni i€inek a zvysila se rychlost

kvaSeni [2]. Vzhledem k pfezkoumdni nazorti o roli kysliku v lihovém kvaSeni je celkem
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vyhodné prvni reaktor mirn€ vzdusnit, tim dochéazi k mirnému naristu poctu bunék a udrzo-
vani vysoké fermentacni aktivity [4]. Uvedené sméry jsou uplatiiovany v systémech Biostil,
Vakuferm, Alcon, Chemapec, Altech a dalSich. Spolecnou nevyhodou vsech kontinuélnich
postupt je velké riziko kontaminace [2]. Nové technologie dnes kontinuélni zpiisoby prefe-

ruji [4]. Schéma systému Biositil je uvedeno na obrazku 5 [5].
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Obr. 5 Schéma Biositil

1 - fermentor; 2 - odstfedivka; 3 - deskovy vymenik tepla; 4 - destila¢ni kolona; 5 - odparka.

6.4.5 Nové zpusoby kvasSeni melasovych zapar

S perspektivou rozvoje lihovarského primyslu se v poslednich deseti az patnacti letech ob-
jevilo mnoho novych technologickych variant, které vyuzivaji novych technik. Velké lihova-

ry jsou fizeny pocitaci a vyznacuji se jen velmi nizkym poctem pracovnik [4].

Z inovacnich trendii je moZno uvést:

=  Vyuziva se recyklace vypalkil, kterymi se fedi melasa. Snizuje se tak spotieba vody
a soucasn¢ se zvysuje koncentrace susiny vypalki.

=  Vyuziva se odpadniho tepla ptfedevsim u destilace a odparek.

= Jsou zavadény flokulujici kvasinky nebo kvasinky imobilizované na levnych nosicich,
aby nedochazelo pti kontinudlnich procesech k jejich vyplavovani.

= Je snaha zvysit toleranci kvasinek k etanolu, aby se koncentrace etanolu ve zralé zapaie
mohla zvysit.

=  Vyuziva se vysoké koncentrace bunck v reaktorech (mikrofiltra¢ni moduly).
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= Resi se moznosti odseparovat etanol z média (pervaporace, reaktory pracujici ve va-

kuu, pertrakce aj.), aby se snizil jeho inhibi¢ni u¢inek a zvysila se rychlost kvaseni [4].

6.5 Destilace a rafinace

6.5.1 Destilace

Destilace je jedind separacni metoda, kterd se pouziva v primyslovém métitku k oddéleni
etanolu ze zapar a dale pak i jeho CiSténi. Metoda je zaloZena na riizné tékavosti a tenzi par
destilujicich slozek zépary. Vime, Ze voda vie za normalniho tlaku pti 100 °C, kdezto abso-
lutni alkohol pti 78,3 °C. Neplati ovS§em zavér, Ze pfi destilaci odejde napied alkohol a pak
az pti zvySeni teploty nad 100 °C voda. Etanol je kapalina, ktera tvoii s vodou neodd¢litel-
nou bindrni azeotropickou smés s bodem varu 78,15 °C, niz§im nez ob¢ Cisté latky. Takze
podle teploty bodu varu odchazi vzdy smés alkoholovych a vodnich par. Takovou smes
nelze rozdélit destilaci za normdlniho tlaku [1, 4]. Zavislost bodu varu na sloZeni soustavy

etanol-voda je znazornén na obrazku 6 [5].
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Obr. 6 Zavislost bodu varu soustavy etanol-voda na slozeni
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Na podklad¢ teoretickych i praktickych poznatkl je zndmo, Ze zapary s obsahem 10 % ob-
jemu alkoholu nelze ziskat jednou destilaci koncentrovanéjsi alkohol nez 51 % obj. a teprve
dalsi destilaci ziskané¢ho podilu je mozno dosahnout koncentrace vyssi. Proto se u destilac-

nich aparatt vyuziva ke zvySeni alkoholu a Cistoty destilatu rektifikace a deflegmace [1].

Rektifikace je proces, pii némz se dosahuje siln¢jsiho destilatu opakovanou destilaci, pfi-
cemz se destilat zaroven Cisti (rafinuje). Lze provadét bud’ opakovanou periodickou, nebo

kontinudlni destilaci v kolonach s vétsSim poctem propatovacich den [5].

Deflegmaci se rozumi frakéni kondenzace parni smési. Ochlazenim par zkapalni napted
slozka méné t€kava (vodni para), ¢imz se koncentruje lihovy podil v pardch. Vznikly kon-
denzat stéka zpét do destilacni kolony a tvoii tzv. zpétny tok (reflux). Jelikoz pti deflegmaci
dochazi v lihovych pérach také ke snizeni obsahu slozek sniz$i tenzi par, je spojena

s ¢asteCnou rafinaci destilatu [1].

Pii destilaci piechazeji do destilaitu kromé etanolu i ostatni t€kavé slozky. Souhrnné se
oznacuji tyto nizko vrouct latky jako tkap nebo pfedek. S postupujici destilaci pfechazi do
destilatu hlavni podil tzv. jadro, které obsahuje miniméalni nebo u ovocnych destilatti opti-
malni mnozstvi tékavych slozek. Ke konci destilace stoupa v destildtu obsah vysoko vrou-
cich slozek a jakost jimaného destilatu se plynule zhorSuje. Dominujici slozkou jsou vyssi
alkoholy, zejména nepiijemné pachnouci ptriboudlina. Tato frakce se oznacuje jako dokap
nebo zadek [7].

Destilacni piistroje

K destilaci zral¢ zapary se pouzivaji u nas ve vétSiné zavoda kontinudlni destilacni pfistroje
jednokolonové ¢i dvoukolonové. Ve dvoukolonovém systému dochazi jiz ¢astecné k rafina-
ci lihu. Konstrukénim materidlem je méd’ nebo nerezova ocel [5].

Jednokolonovy destilacni ptistroj je 7 - 8 m vysoky valec o praméru 0,8 - 1,0 m, bud’ stej-
ného prifezu anebo v rektifikacni ¢asti ziZen. Ve spodni €asti piistroje je varak, na jehoz
dno se pfivadi para, ktera udrzuje obsah ve stdlém varu. VySe odtahu je regulovana piepa-

dovym hrdlem, kterym se odvadéji vypalky [1]. Schéma destilaéni kolony je zobrazeno
na obrazku 7 [17].
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Funkénim elementem kolony jsou provatovaci dna, spojend pirepadovymi hrdly, urcujicimi
vysku hladiny zralé zapary, ktera prepada z vyse polozené¢ho dna na dno niZze polozené. Dna
jsou opatfena provafovacim zafizenim, které umoziluje neustaly var zapary pomoci par vy-
stupujicich z nizS§tho dna. Na kazdém dnu se snizi obsah etanolu v kapalné fazi a zvysi se
jeho obsah v prostupujicich parach. Ze spodniho dna piechdzi pary na vyse polozené dno
hrdlem, které je kryto vroubkovanym klobouckem, jenz rozptyluje prostupujici pary do ka-
paliny. Vzdalenost mezi jednotlivymi dny je 25 az 30 cm [1].
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Obr. 7 Destila¢ni kolona

Zrala zapara se Cerpa pres dvojity deflegmator, v némz se predehiivd lihovymi parami,
na vrchni zpravidla 13. dno zaparové kolony, odkud je vedena prepadovymi trubkami
na nize polozena dna. Vystupujici pary se vedou bud’ pfimo, nebo ptes kondenzator do rek-
tifikaéni kolony, kde dochdzi k dalsi koncentraci alkoholu a oddélovani necistot.
Z rektifikacni kolony se vedou pary do deflegmatoru, kondenzatoru a chladice, kde se lih
ochladi na teplotu 13 - 15 °C. Destilat nema klesnout pod 90 % obj. (zalezi na typu desti-
la¢niho piistroje a poctu pater) a obsah lihu ve vypalkach nema pirekrocit 0,015 % [1].
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6.5.2 Rafinace

Rafinace je definovana jako odstranéni doprovodnych tékavych latek z lihu a je spojena i se
zesilovanim lihu (rektifikace) [5].

Surovy lih ptichdzejici ze zaparové kolony se pted rafinaci fedi vodou na koncentraci kolem
30 % obj., aby se zvysila rafina¢ni ti¢innost [5]. Rafinace probiha dohromady s rektifikaci
a provadi se na kontinudlnich aparatech, které jsou slozeny z 3 az 6 kolon (epyratér, rafi-
nacni a lutrova kolona, dokapova kolona, akumula¢ni kolona, findlni kolona). Pro spravnou
funkeci rektifikaéni kolony mé vyznam spravné nastaveni koeficientu zpétného toku. Surovy
lih se pro nékteré technické ucely denaturuje predepsanymi slozkami. Jedna se o smes tii az
¢tyf chemicky nedefinovatelnych latek [2].

Starsi destilacni pfistroje vychazeji velmi Casto z rafina¢niho pfistroje Barbet, ktery je zob-
razen na obrazku 8 [5]. Prvni kolona se nazyva ukapova (epyratér), druhd kolona je kolona
rafinacni s lutrovou, pfipadné se Casto tato soustava dopliuje kolonou dokapovou. V hlavé
rafinacni kolony se hromadi aldehydy a rafinovany lih se proto odebird az na 5. az 8. patie
od shora. Pfiboudlina se odd¢luje jako vrchni vrstva dvoufazového systému na patte, kde
koncentrace alkoholu je jiz nizk4. Spodni ¢ast rafinacni kolony se nazyva lutrova kolona.

Z hornich pater vSech kolon se odvadi po kondenzaci lih technicky [2].

et
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Obr. 8 Barbetlv rafinacni pfistroj (novejsi verze)

1 — tkapova kolona; 2,8,14 — varak; 3,9.1,9.2,15,16 — deflegmator; 4,10,17 — kondenzator;
5,11,22 — chladi¢; 7 — rafinacni kolona s kolonou lutrovou; 13 — dokapova kolona;
19 — pracka na piiboudlinu; 20 — dekantér na oddéleni vody od ptiboudliny; 21 — sméSovani
lutrové vody (LV) se surovym alkoholem; JL — jemny (rafinovany) lih; TL — technicky lih;
Pt - ptiboudlina; Do — dokap.
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Nové rafinaéni pristroje jsou zalozeny na vyuziti tlakového spadu v kolonach, principu
hydroselekce (ptidavek vody z rektifika¢ni kolony do hydroselekéni kolony) a jsou zcela
fizené pocitatovymi systémy. Pfimou parou se vyhfiva jen hydroselekéni a rektifikacni ko-
lona. Velké lihovary maji rafinacni systémy, které vychdzeji ptimo ze zapary. Spotieba pary

(0,9 MPa) se snizi azna 1,5 - 2 kg.I' etanolu [2].

6.5.3 Lihovarské vypalky a jejich zpracovani

Melasové vypalky, je to zbytek po oddestilovani lihu ze zapary, patii k nejvyznamngj$im
odpadtm lihovarského primyslu a to nejen kvili jejich mnozstvi (ziska se jich témét deseti-
nasobek objemu vyrobeného lihu), ale i dost vysokému obsahu organickych a anorganic-
kych latek [4]. Vypalky odchazejici z destilacniho pfistroje maji obsah suSiny 8 az 12 %.
Obsahuji jednak veskeré nezkvaSené a neutilizované latky melasy, dale netékavé latky a me-
tabolity lihového kvaSeni (glycerol, jantarovou kyselinu), slouc¢eniny s vy$§im bodem varu
vracené¢ do vypalki zpétnym tokem, kvasinky, jejichz mnoZstvi zavisi na pouzité technolo-
gii. Pouziti, diky vy$§imu mnozstvi soli se nehodi k pfimému zkrmovani, ale po odstranéni
soli, hlavné draselnych by je bylo mozné jako krmivo pouzit [5]. Dfive se vyuzivaly na vy-
robu potase, pfipadné kyanidi. Dnes se u nas pouzivaji po zahus$téni jako kapalné draselné
nebo po upravé jako N-P-K hnojivo. Lze je velmi dobfe pfiddvat do methaniza¢nich komor,
kde zvySuji obsah methanu. V fidkém stavu je nelze dlouho skladovat, podléhaji snadno

zkéaze, musi se zahustovat na tzv. odpatrovacich stanicich na 30 - 40 % suSiny [4].
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7 KVALITATIVNI POZADAVKY NA FERMENTACNI LiH

Surovy lih vytékajici z destilani kolony musi pii senzorickém posuzovani vyhovovat témto
pozadavkliim, byt Ciry, bez sedlin a zékalu, pfipustné jsou mechanické necistoty, které bé-
hem dvou hodin klesnou na dno, bezbarvy az slabé nazloutly, viin¢ a chut’ ma byt charakte-

risticka pro pouzité suroviny [18].

Pro potravinatské ucely lze pouzit pouze lih kvasny rafinovany, ktery se nyni vyrabi ve dvou

jakostnich druzich jemny a velejemny. K jeho vyrobé se pouziva surovy lih [1].

Rafinovany lih jemny a velejemny musi vyhovovat témto pozadavkim, ¢ird tekutina,
bez zékalu, opalescence, sedliny, mechanickych a jinych necistot. Viin€ a chut’ charakteris-
tickd po etanolu, bez vystupujicich nepfijemnych pachti a ptichuti po vedlej$ich produktech

kvaseni a cizich ptichuti a pachii [5, 18].

Konzumni lih je rafinovany lih kvasny nedenaturovany a upraveny piidanim pitné vody

na nejvyse 80 % objemovych etanolu [19].

V Ceské republice jsou v sou¢asné dobé v provozu (viz. pifloha p 1) tfi praimyslové lihovary
(Chrudim, Kojetin, Kolin), které vyrabé&ji potravinatsky lih, dle bioetanolové zavody (Dob-
rovice, Trmice, Vrdy, Hustopece) a n€¢kolik zeméd¢€lskych lihovari. Produkce primyslo-

vych lihovarti v kampani 2007/08 je uvedena v ptiloze p 2 [20].
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ZAVER
Za biotechnologicky proces mizeme povazovat kteroukoli technologii, kterd vyuziva zivé

organismy ¢i jejich ¢asti k vyrobé nebo modifikaci produktil, ke Slechténi mikroorganismu,

rostlin a Zivo€ichi pro specifické pouziti.

V uvodni ¢asti bakalaiské prace jsou popsany suroviny vhodné k vyrobé lihu. K vyrobé lze
pouzit vSechny zeméd¢lské plodiny ¢i suroviny, které obsahuji piimo zkvasitelné cukry nebo
polysacharidy, které vSak musime nejdiive pfevést pomoci enzymatické, kyselé nebo alka-

lické hydrolyzy na zkvasitelné cukry.

Dalsi ¢ast prace se zabyva vyuzitim mikroorganismi a pribéhem lihového kvaseni. Schop-
nost produkovat etanol ve zvySeném mnoZzstvi ze sacharidovych substratli ptisuzujeme riz-
nym mikroorganizmim, piedevs$im vSak bakteriim a kvasinkam. Hlavnim producentem jsou
ganizml vyuzivanych v primyslu jak z divodi ekonomickych, tak i technologickych. Vy-
znacuji se vysokou rychlosti tvorby etanolu, jeho toleranci a nizkou produkci vedlejsich
metabolitti. V posledni dobé se zacina vyuzivat bakterie Zymomonas mobilis, kterda ma
v porovnani s kvasinkami rychlej$i metabolismus, niz8i naroky na vyzivu, niz$i produkci
metabolitli a pfi kvaSeni mohou byt pouzity vyssi teploty. I pfes urcité patrné vyhody bakte-

rii jako producentii etanolu se stale v primyslové praxi u nas a ve svété pouzivaji kvasinky.

V CR se k vyrobé lihu pouziva téméf vyhradné melasa. Z hlediska zpracovani je melasa
vhodnéjsi surovinou pro vyrobu lihu nez obili, za jeji hlavni pfednosti miiZzeme oznacit snad-
nou piipravu zapary (nafedéni vodou, Uprava piidavkem Zivin a kyselin) a skutecnost, Ze
obsahuje piimo zkvasitelny cukr — sacharosu. Zapara se pfipravuje o riznych koncentracich,
slabsi se pouziva k zahajeni fermentace a koncentrovanéjsi pro dopliovani kadi béhem fer-
mentace. Kvaseni s vyuzitim produkénich kmenti kvasinky Saccharomyces cerevisiae pro-
bihd za anaerobnich podminek, pH je udrZzovano mezi hodnotami 4,5 - 5,0 a teplota by ne-
méla piekrocit 32 °C. DalSim dilezitym faktorem je zakvasnd koncentrace kvasinek v zapa-
fe, ¢im je koncentrace bunck vyssi, tim je krats$i doba kvaSeni a vyssi produktivita fermenta-
ce. Kvasinky jsou postupné pomnozovany v laboratorni a provozni propagaci do mnozstvi,
které je pottebné k zakvaSeni zapary ve fermentoru. Proces piipravy zdkvasu je narocny
z hlediska udrzeni sterility a na spotfebu substratu a zivin. Proto byla vyvinuta cela fada

zpisobil fermentace pracujicich od pocatku s vysokou koncentraci kvasinek, vyuZzivajicich
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recirkulaci bun€k z pfedchozi fermentace a umoziujicich piipadné oddéleni etanolu béhem

fermentace.

Lih, jako findlni vyrobek, ma rozmanité uplatnéni. Je vyuzivan v chemickém, farmaceutic-

kém a potravinaiském pramyslu, v kosmetice, ale i v domacnosti, pfi vyrob& kaucuku, jako

pohonna latka a v celé fad¢ dalSich odvétvi. Pouze mala ¢ast se pouziva k vyrobé alkoholic-

kych vyrobkd.

Podle zédkona &. 61/1997 Sb., o lihu’, ve znéni pozd&jsich predpisi, se pro tiéely tohoto z-

kona rozumi lihem etylalkohol (etanol) ziskany:

1. destilaci nebo jinym oddé€lenim ze zkvasenych cukernych roztokd pochazejicich ze skrob-
natych nebo cukernych surovin nebo z jinych surovin obsahujicich lih kvasny,

2. destilaci nebo jinym odd¢lenim ze zkvaSenych roztokti pochazejicich z celulozy,

3. synteticky.

? Zakon o lihu a o zméné a doplnéni zakona ¢. 455/1991 Sb., o Zivnostenském podnikani (Zivnostensky
zékon), ve znéni pozdé&jsich predpist, a zakona Ceské narodni rady &. 587/1992 Sb., o spotiebnich danich,

ve znéni pozdéjsich predpisi, (zakon o lihu).
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‘Bg Ballingovy sacharometrické stupné
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PRILOHA P I: VYROBCI BIOETANOLU A PRUMYSLOVEHO LIHU
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PRILOHA P I1: CESTI VYROBCI LIHU

Spolecnost

Vyroba v kampani 2007/08 (hl)

Cukrovary a lihovary TTD (li-

hovar - Chrudim) 200000
Moravsky lihovar Kojetin 200 000
Bioferm - lihovar Kolin 80 000
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