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                                                             ABSTRACT 

The present study was designed to study the behavior of co-culture of Saccharomyces 

cerevisiae NCIM 3219 and Pichia stipitis NCIM 3507 for bioethanol production in batch mode 

followed by a chemostat and chemostat with cell recirculation mode from a mixture of glucose 

and xylose. The study was divided into three objectives involving strategy development to 

maximize ethanol concentration and its volumetric productivity. The monoculture of S. 

cerevisiae has reported an increase in ethanol concentration upon increasing the glucose 

content. A maximum ethanol concentration of 38.3 ± 0.66 g/L, corresponding to an ethanol 

yield and volumetric productivity of  0.48 g/g, and 1.07 g/L/h, respectively, resulted from 80.0 

g/L glucose with S. cerevisiae. A similar pattern was observed with P. stipitis fermentation. 

The P. stipitis resulted in a maximum ethanol concentration of 23.5 ± 0.44 g/L, corresponds to 

0.39 g/g ethanol yield and 0.32 g/L/h volumetric productivity from 60.0 g/L xylose. However, 

50 g/L xylose resulted in 22.6 g/L ethanol, which corresponds to 0.45 g/g ethanol yield and 

0.61 g/L/h volumetric productivity. The obtained results in the case of P. stipitis have shown 

that 50.0 g/L xylose was the maximum sugar utilized efficiently. In contrast, 60.0 g/L initial 

xylose resulted in a 13.7% decrease in ethanol yield, which might be due to the toxic effect of 

ethanol on P. stipitis. In context to the optimization of the essential process parameter for co-

culture fermentation using mixed sugar substrate, the maximum ethanol concentration and 

yield were achieved at 0.05 vvm aeration rate and 2:1 glucose/xylose ratio. The co-culture 

resulted in maximum ethanol concentration, ethanol yield, and volumetric productivity of 12.3 

± 0.10 g/L, 0.43 g/g, and 0.26 g/L/h, respectively. In contrast, the monoculture of P. stipitis 

resulted in 8.96 ± 0.13 g/L, 0.36 g/g, and 0.19 g/L/h, respectively. The fermentation carried out 

in microaerobic mode delivered 10.7% more ethanol concentration and 10.6% more ethanol 

yield than the combination of anaerobic and microaerobic modes from glucose. Also, the 
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glucose uptake rate was improved by 50.1%, suggesting that the lower microaerophilic 

condition was supportive for glucose conversion faster by yeast cells in the co-culture system. 

Hence, co-culture cultivation in a microaerobic mode would be a better condition to achieve 

maximum ethanol and productivity. At relatively higher concentration of mixed sugar substrate 

(i.e., 40.0 g/L glucose and 20.0 g/L xylose), the sequential co-culture (combination of anaerobic 

and microaerobic mode) resulted in a maximum ethanol concentration, yield, and its volumetric 

productivity of 22.5 ± 1.15 g/L, 0.38 g/g, and 0.23 g/L/h. The sequential co-cultivation was 

found to give 1.32-fold more ethanol and more xylose conversion, from 33% to almost 100%, 

than the simultaneous co-culture. Despite achieving a higher ethanol concentration in 

sequential co-culture, volumetric productivity and ethanol yield were still low. Therefore, 

continuous cultivation was used. The continuous cultivation resulted in the ethanol volumetric 

productivity of 0.29 g/L/h, 0.58 g/L/h, and 0.71 g/L/h, and yield coefficient of 0.33 g/g, 0.45 

g/g, and 0.47 g/g from 30.0 g/L, 45.0 g/L, and 60.0 g/L mixed sugar substrate, containing 

glucose to xylose ratio of 2:1 at 0.03 h-1 dilution rate. Continuous mode improved the ethanol 

productivity and yield by 3.08-fold and 1.24-fold, respectively, compared to sequential co-

culture, which was further increased using a high dilution rate with cell recycling mode. The 

maximum volumetric productivity of 3.28 g/L/h was attended at a 0.13 h-1 dilution rate, 

corresponds to 69.5% xylose consumption and 100% glucose consumption through continuous 

mode with a cell recirculation system. The lower dilution rate, 0.08 h-1 resulted in 93.1% xylose 

consumption and 1.96 g/L/h volumetric productivity. The continuous mode with cell recycles 

at 0.13 h-1 dilution rate improved productivity by 4.60-fold compared to continuous mode 

without cell recycling from 40.0 g/L glucose and 20.0 g/L xylose. The ethanol concentration 

and yield resulting from this condition were 25.2 g/L and 0.47 g/g, respectively. These findings 

represented the membrane bioreactor as a potential tool to make the bioethanol production 

process economic from mixed sugar substrate.
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  सार 

वर्तमान अध्ययन को बैच मोड में बायोथेनॉल उत्पादन के ललए सैकरोमाइस सेर्विसे  एनसीआईएम ३२१९ और  र्िर्िया र्टिर्िर्िस एनसीआईएम 

३५०७  की सह-संस्कृलर् के व्यवहार का अध्ययन करन ेके ललए लडजाइन लकया गया था लिसके बाद ग्लूकोि और िाइलोि के लमश्रण से लकण्वन 

के सेल ररसचतर मोड के साथ कीमोस्टेट और कीमोस्टेट लकया गया था। पूरे अध्ययन को र्ीन उद्देश्यों में लवभालिर् लकया गया था, लिसमें इथेनॉल 

एकाग्रर्ा और इसकी मात्रात्मक उत्पादकर्ा को अलिकर्म करन ेके ललए रणनीलर् लवकास शालमल था।   एस सेरेर्वर्सया की मोनोकल्चर ने माध्यम 

में ग्लूकोि की मात्रा बढाने पर इथेनॉल एकाग्रर्ा में वलृि लदखाई ह।ै इसके पररणामस्वरूप ग्लूकोि की ८० ग्राम प्रति लीटर से ३८.३३ ± ०.६६ 

ग्राम प्रति लीटर की अलिकर्म इथेनॉल सांद्रर्ा हुई, िो क्रमशः ०.४८ ग्राम प्रति ग्राम और १.०७  ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर की इथेनॉल उपि 

और मात्रा त्मक उत्पादकर्ा के अनुरूप  ह।ै  िी र्टििाइर्िस लकण्वन के साथ इसी र्रह के पैटनत देखे गए।  िी र्टििाइर्िस  के पररणामस्वरूप 

अलिकर्म इथेनॉल सांद्रर्ा  २३.५० ± ०.४४ ग्राम प्रति लीटर , ०.३९ ग्राम प्रति ग्राम इथेनॉल उपि और ०.३२ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर 

उत्पादकर्ा से ६० ग्राम प्रति लीटर िाइलोि से मेल खार्ी ह।ै हालांलक, ५० ग्राम प्रति लीटर िाइलोि के पररणामस्वरूप २२.६१ ग्राम प्रति लीटर 

इथेनॉल, ०.४५ ग्राम प्रति ग्राम इथेनॉल यील्ड और ०.६१ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर वॉल्यूमेलिक उत्पादकर्ा से मेल खार्ीह।ै  िी टिाइिाइर्िस के 

मामले में प्राप्त पररणामों से पर्ा चला ह ैलक ५० ग्राम प्रति लीटर िाइलोि अलिकर्म चीनी थी लिसका कुशलर्ापूवतक उपयोग लकया िार्ा था। 

इसके लवपरीर्, ६० ग्राम प्रति लीटर प्रारंलभक िाइलोि के पररणामस्वरूप इथेनॉल उपि में १३.६८% की कमी आई, लिसके पररणामस्वरूप िी 

र्टििाइर्िस पर इथेनॉल के िहरील ेप्रभाव के कारण हो सकर्ा ह ै। लमलश्रर् चीनी सब्सिेट का उपयोग करके सह-संस्कृलर् लकण्वन के ललए आवश्यक 

प्रलक्रया पैरामीटर के अनुकूलन के संदभत में,  टीवह अलिकर्म इथेनॉल एकाग्रर्ा और उपि ०.०५ वॉल्यूम प्रति वॉल्यूम प्रति तमनट  वार्ारण दर 

और २:१ ग्लूकोि/िाइलोि अनुपार् पर प्राप्त लकए गए थे। सह-संस्कृलर् के पररणामस्वरूप अलिकर्म इथेनॉल एकाग्रर्ा, इथेनॉल यील्ड और 

वॉल्यूमेलिक उत्पादकर्ा क्रमशः १२.३३ ± ०.१ ग्राम प्रति लीटर, ०.४३ ग्राम प्रति ग्राम, और ०.२६ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर हुई िबलक,  िी 

र्टििाइर्िस की मोनोकल्चर क्रमशः ८.९ ६  ± ०.१३  ग्राम प्रति लीटर, ०.३६  ग्राम प्रति ग्राम, और ०.१९  ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर हुई। 

माइक्रोएरोलबक मोड में लकए गए लकण्वन ने एनारोलबक और माइक्रोएरोलबक मोड के संयोिन की र्ुलना में ग्लूकोि से क्रमशः १०.६८% और 

१०.५६% अलिक इथेनॉल एकाग्रर्ा और उपि प्रदान की। इसके अलावा, ग्लूकोि र्ेि दर ५०.१६% से सुिार लकया गया था, सुझाव ह ैलक कम 

तमक्रोएरोतितलक हालर्  ग्लूकोि   रूपांर्रण के ललए र्ेिी से सह संस्कृलर् प्रणाली में  खमीर कोलशकाओ ंद्वारा सहायक था।   इसललए, माइक्रोएरोलबक 

मोड में सह-संस्कृलर् खेर्ी अलिकर्म इथेनॉल और उत्पादकर्ा प्राप्त करन ेके ललए बेहर्र लस्थलर् होगी। लमलश्रर् चीनी सब्सिेट की अपेक्षाकृर् अलिक 

एकाग्रर्ा पर (यानी, ४० ग्राम प्रति लीटर ग्लूकोि और २० ग्राम प्रति लीटर िाइलोस) अनुक्रलमक सह-संस्कृलर् (एनारोलबक और माइक्रोएरोलबक 
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मोड का संयोिन) के पररणामस्वरूप  अलिकर्म इथेनॉल एकाग्रर्ा, उपि, और  इसकी  मात्रा २२.४५ ± १.१५ ग्राम प्रति लीटर, ०.३८ ग्राम प्रति 

ग्राम, और ०.२३ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर।  अनुक्रलमक सह-खेर्ी को १.३२ गुना अलिक इथेनॉल और अलिक िाइलोि रूपांर्रण देन ेके ललए 

पाया गया, ३३% से एक  साथ सह-संस्कृलर् की र्ुलना में लगभग १००% र्क। बाविूद, अनुक्रलमक सह-संस्कृलर् में उच्च इथेनॉल एकाग्रर्ा प्राप्त 

करना, वॉल्यूमेलिक उत्पादकर्ा और इथेनॉल उपि अभी भी कम थी। इसललए लगार्ार खेर्ी की गई।  लनरंर्र खेर्ी के पररणामस्वरूप इथेनॉल की 

मात्रा  ०.२९ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर, ०.५८ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर और ०.७१ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर हुई और ०.३३ ग्राम प्रति 

ग्राम, ०.४५ ग्राम प्रति ग्राम, और ०.४७ ग्राम प्रति ग्राम से ३० ग्राम प्रति लीटर, ४५ ग्राम प्रति लीटर, और ६० ग्राम प्रति लीटर लमलश्रर् चीनी 

सब्सिेट का गुणांक प्राप्त करें, लिसमें ग्लूकोि से िाइलोि अनुपार् २:१, ०.०३ प्रति ऑवर डायलूशन दर से होर्ा ह।ै सर्र्  मोड ने अनुक्रलमक 

सह-संस्कृलर् की र्ुलना में इथेनॉल  उत्पादकर्ा और उपि में क्रमशः ३.०८ गुना और १.२४ गुना सुिार लकया, लिसे सेल रीसायकल मोड के साथ 

उच्च डायलूशन दर का उपयोग करके और बढाया गया था। ३.२८ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर की अलिकर्म मात्रा में ०.१३ प्रति ऑवर डायलूशन 

दर से भाग ललया गया, सेल ररसचतर प्रणाली के साथ लनरंर्र एम स्र्ोत्र के माध्यम से ६९.५% िाइलोि खपर् और १००% ग्लूकोि खपर् से मेल 

खार्ीह ैिबलक, ०.०८ प्रति ऑवर की डायलूशन दर ९३.१% िाइलोि खपर् और १.९६ ग्राम प्रति लीटर प्रति ऑवर वॉल्यूमेलिक उत्पादकर्ा के 

पररणामस्वरूप हुई। ०.१३ प्रति ऑवर डायलूशन दर पर सेल ररसाइलकल के साथ सर्र् मोड ४० ग्राम प्रति लीटर ग्लूकोि और २० ग्राम प्रति लीटर 

िाइलोि से सेल रीसायकल के लबना लनरंर्र मोड की र्ुलना में उत्पादकर्ा में ४.६० गुना सुिार हुआ। इसके अलावा, इथेनॉल एकाग्रर्ा और उपि 

इस लस्थलर् में क्रमशः २५.२१ ग्राम प्रति लीटर, और ०.४७ ग्राम प्रति ग्राम था। इन लनष्कर्षों ने लमलश्रर् चीनी सब्सिेट से बायोथेनॉल उत्पादन प्रलक्रया 

को आलथतक बनाने के ललए एक संभालवर् उपकरण के रूप में लझल्ली बायोररएक्टर का प्रलर्लनलित्व लकया। 
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