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Sazetak:

Kako bi se ispitao utjecaj temperature na uspjesnost procesa predobrade pSeni¢ne slame s 0,5
% sumpornom kiselinom u visokotlacnom reaktoru, procesi predobrade provedeni Su na
temperaturama od 150 °C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C i 200 °C uz konstantno vrijeme
zadrzavanja (t;) od 5 minuta. Najvida koncentracija ksiloze (13,0154 g L) ostvarena je pri
temperaturi od 160 °C, a glukoze (4,7257 g L™) na temperaturi od 200 °C. Kako bi se ispitao
ucinak vremena zadrzavanja na uspjesnost procesa, primjenjena su vremena zadrzavanja od 1
i 10 minuta na tri temperature: 160, 180 i 200 °C. Najveéi maseni udio glukana uoden je
predobradom na 200 °C i t, = 10 min i iznosi 30,42 %, a ksilana na temperaturi od 160 °C i t,
=5 min i iznosi 68,64 %. Analizom sastava hidrolizata odabrano je 5 razli¢itih hidrolizata za
usporedbu rasta i proizvodnje etanola u Erlenmeyer tikvicama pomocu dva soja kvasca S.
cerevisiae: (1) divlji soj i soj Y9. Najveca uspjeSnost procesa proizvodnje etanola zabiljezena
je kod uzgoja soja Y9 na hidrolizatu dobivenom predobradom na temperaturi od 180 °C i
vremenu zadrzavanja od 10 minuta pri ¢emu je ostvarena produktivnost od 0,045 g Lthti
efikasnost od 43,25 %. Na istom hidrolizatu proveden je uzgoj kvasca soj Y9 i u
poluindustrijskom mijerilu tj. horizontalnom rotirajuéem cijevnom bioreaktoru pri ¢emu je
dobivena produktivnost od 0,143 g L™ h™ i efikasnost od 64,01 %.
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In order to investigate the effect of temperature on the efficancy of wheat straw pretretmant
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1. UvOD

Uslijed ubrzanog razvoja svjetskog gospodarstva, povecanja industrijalizacije i naglog
porasta broja stanovnika kroz posljednjih nekoliko desetlje¢a, globalna potraznja za energijom
je u stalnom porastu. Osnovni izvori energije su neobnovljiva fosilna goriva koja pokrivaju 80
% svjetskih potreba za energijom (Koh i Ghazoul, 2008; Guo i sur., 2015). Osim §to su
neobnovljivi i ograni¢eni izvor energije, fosilna goriva uzrokuju brojne ekoloSke probleme.
Izgaranjem fosilnih goriva u atmosferu se ispustaju velike koli¢ine staklenickih plinova, te je
koncentracija atmosferskog CO, porasla s pre-industrijskih 280 mg L™ na 400 mg L™, sto
uzrokuje nepovoljne klimatske promjene (Guo i sur., 2015). Iz zabrinutosti o mogu¢em
nestanku fosilnih goriva, porastu cijene sirove nafte, energetske sigurnosti i sve brzeg
globalnog zatopljenja, interes javnosti sve je viSe usmjeren prema obnovljivim izvorima
energije kao §to su biogoriva (Koh 1 Ghazoul, 2008, Guo i sur., 2015, Zhang i sur, 2016). Iz
istog razloga vlade razvijenih drzava nastoje potaknuti proizvodnju i potros$nju obnovljivih
izvora energije putem posebnih zakonskih regulativa i razli¢itih subvencija. Transportni
sektor Europske unije ovisan je o uvozu fosilnih goriva i na taj nadin veoma je osjetljiv na
promjene na globalnom trziStu (Galbe 1 Zacchi, 2007). Stoga je Vije¢e EU 6. travnja 2009,
usvojilo direktivu 209/28/EZ o promicanju upotrebe energije iz obnovljivih izvora, u kojoj se
navodi kako je svaka drZava Clanica obavezna najmanje 20 % potreba za energijom do 2020.
godine proizvesti iz obnovljivih izvora (ECA, 2016). Takoder se propisuje kako svaka drzava
¢lanica mora 10 % potrebne energije koja se koristi u prometnom sektoru proizvesti iz
obnovljivih sirovina. Da bi se to ostvarilo nastoji se povecati proizvodnja elektri¢ne energije i
drugih oblika energije iz obnovljivih izvora, kao i poveéanjem udjela biogoriva u motornim
gorivima koji je 2014. godine u EU iznosio svega 5 % (ECA, 2016). U SAD-u postavljen je
nacionalni plan koji predvida da se biomasom pokrije 5 % ukupne industrijske potrebe za
energijom, 20 % potroSnje motornih goriva i 25 % bioloskih kemikalija i materijala do 2030.
godine (Zhang i sur., 2015.). Odrziva proizvodnja goriva i kemikalija trebala bi se bazirati na
sirovinama kao $to su poljoprivredna i Sumska biomasa koje se ne natjeu s proizvodnjom
humane i stoéne hrane (Van Dongen i sur., 2011). Upravo se iz tog razloga lignocelulozna
biomasa istaknula kao moguca sirovina za odrzivu proizvodnju biogoriva i biokemikalija,
budu¢i da je najobilnija obnovljiva biomasa na Zemlji koja se uglavnom smatra otpadom
(Isikgor 1 Becker, 2015). Medu biogorivima se istaknuo bioetanol koji je vode¢i kandidat za

zamjenu goriva proizvedenog iz nafte, budu¢i da se moze mijeSati s benzinom i bez vecih
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modifikacija korisiti u ve¢ini motora (Morales i sur., 2015). No u komercijalnoj proizvodnji
bioetanola koriste se skrobne i Secerne siorving, te je zbog kompeticije s proizvodnjom hrane
odrzivost takve proizvodnje upitna (Morales i sur., 2015; Isikgor i Becker, 2015). Da bi se
lignocelulozna sirovina mogla koristiti kao supstrat za proizvodnju bioetanola nuzna je njena
predobrada kako bi joj se povecala poroznost i razgradljivost te reducirala celulozna
kristalicnost (Zhang i sur., 2016; Mosier i sur., 2005). Jedan od najcesc¢e koristenih i najvise
obecavajucih predtretmana je onaj kiselinski. Sumporna kiselina testirana je na raznolikim
lignoceluloznim materijalima, te predobrada ovom kiselinom rezultira degradacijom
hemiceluloze 1 pove¢anom enzimskom razgradljivoséu celuloze (Jonsson 1 Martin, 2016).
Glavni Secer koji se oslobada razgradnjom hemiceluloze je ksiloza, te kako bi se povecala
isplativost procesa potrebno je koristiti mikororganizme Kkoji imaju sposobnost njenog
metaboliziranja. Sve ¢e$ce se koriste geneti¢ki modificirani sojevi kvasca S. cerevisiae (jedan
od najéesce koristenih mikororganizama za proizvodnju etanola; Ivangié-Santek i sur., 2016)
koji imaju sposobnost metaboliziranja ksiloze s ciljem maksimiziranja prinosa etanola (Helle i
sur., 2003).

Svrha ovog rada bila je ispitati utjecaj temperature i vremena zadrZavanja na uspjesSnost
procesa predobrade pseni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru uz sumpornu kiselinu kao
katalizator. Ispitivan je utjecaj razli¢itih temperatura (150 °C-200 °C) i vremena zadrZavanja
(1-10 minuta). Analizom sastava dobivenih hidrolizata odabrani su oni za koje se smatralo da
su najpovoljniji za proces proizvodnje etanola pomocu kvasca S. cerevisiae. Za proces
proizvodnje etanola na dobivenim hidrolizatima koriStena su dva soja kvasca: geneticki
modificiran soj Y9 i divlji soj. Anaerobni uzgoj najprije je proveden u tikvicama, a potom

dodatno testiran u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB).
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2.1.  Lignocelulozne sirovine

Vise od 95% kemikalija koje sadrZe ugljik proizvedeno je iz fosilnih izvora (Rass-Hansen
i sur., 2007). Umjesto fosilnih izvora kao obecavajuca alternativa za proizvodnju tih
kemikalija istaknula se biomasa i njeni derivati. U tom pogledu lignocelulozna biomasa, kao
najobilnija dostupna biomasa na svijetu i odrzivi izvor organskog ugljika od velike je vaznosti
(Isikgor i Becer, 2015). Lignoceluloza je osnovna strukturna komponenta drvenih biljaka, ali i
nedrvenih biljaka kao $to je trava i predstavlja jedan od glavnih obnovljivih izvora organskog
materijala (Howard i sur., 2003). Velike koli¢ine lignocelulozne biomase koja se smatra
otpadom zbrinjava se spaljivanjem unato¢ njenom velikom potencijalu za primjenu u
proizvodnji razliCitih proizvoda dodatne vrijednosti kao §to su biogoriva, biokemikalije 1
biopolimeri (Howard i sur., 2003). Prednosti upotrebe lignoceluloznih materijala u odnosu na
Secerne 1 Skrobne sirovine je njihova niska cijena, laka dostupnost i Siroka raspostranjenost
diljem svijeta (Zhang i sur., 2012; Isigkor i Becker, 2015). Unato¢ svim prednostima,
koriStenje lignoceluloznih sirovina u komercijalnoj proizvodnji biogoriva je rijetko zbog
njene slozene strukture i otpornosti na enzimsku i kemijsku hidrolizu zahvaljujuéi njenim

fizikalno-kemijskim svojstvima.

2.1.1. Grada lignocelulozne sirovine

Lignocelulozna biomasa sastoji se od tri polimera: (1) celuloze (40-50%), (2)
hemiceluloze (25-35%) i (3) lignina (15-20%) uz manje koli¢ine ostalih komponenti kao $to
su acetilne grupe, minerali i fenoli (Isikgor i Becer, 2015). Takoder, moze sadrZavati i manje
koli¢ine pektina, proteina, pepela i ekstraktivnih tvari. Ovisno o vrsti lignocelulozne biomase,
ti polimeri su organizirani u trodimenzionalnu strukturu koja joj omogucuje otopornost na

enzimsku i kiselinsku hidrolizu (Slika 1.).
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Slika 1. Struktura lignoceluloznih sirovina (preuzeto od: Isikgor i Becer, 2015)

21.1.1. Celuloza

Celuloza kao najzastupljeniji polisaharid u lignoceluloznim sirovinama ¢ini oko 40-50%
njene mase (Pandey, 2011). Ovaj homopolisaharid sastoji se od dugih ravnih lanaca s do
10000-15000 jedinica D-glukoze medusobno povezanih B-glikozidnom vezom (Slika 2.).
Karakteristika ovog polisaharida je visoki stupanj kristalicnosti koja je rezultat velikog broja
vodikovih veza kojima su povezani lanci celuloze. Hidroksilne skupine u lancima celuloze
omogucuju stvaranje vodikovih veza unutar istoga lanca celuloze (intramolekulske vodikove
veze), ali 1 izmedu susjednih lanaca (intermolekulske vodikove veze) Sto rezultira paralelnim
slaganjem lanaca celuloze (Isikgor i Becer, 2015; Demirbas, 2005). Na taj na¢in nastaju tzv.
osnovna vlakna (do 36 celuloznih lanaca), a koja se zatim povezuju u mirofibrile debljine oko
3-nm (Mutwil, 2008). Tako formirana struktura netopljiva je u vodi ¢ime je celuloza otpornija
na enzimsku hidrolizu uslijed smanjene dostupne povrSine za djelovanje celulitickih enzima
(Faraco, 2013). Celulozna mikrovlakna su povezana medusobno s hemicelulozom te obavijeni
ligninom, Sto stani¢noj stijenci daje mehanicku ¢vrstoc¢u i otpornost na vanjske stresove i

unutarnje osmotske tlakove.



Teorijski dio

STANICNI ZID <7 Celulozna mikrovlakna

u stani¢nom zidu biljaka
MIKROVLAKNO

¢

., . \,_.:_’ ,/
o CH,OH .,-'on CH,OW Jon = == 7
S < > L. o, R o o
® o i{ o@‘oﬁ)o@x‘o O OOOO Ooo oda
cu‘o« o & wmoukuie

®- 8 5 W ! O o CELULOZE
. @ @ @ @ D@ Oo°
MONOMER . @ @ ®o® 2 4 OO

GLUKOZE oy

Slika 2. Struktura celuloze (preuzeto od:Reece i sur., 2011)

2.1.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza je heterogeni polimer graden od Secera pentoza (ksiloza, arabinoza),
heksoza (manoza, galaktoza, glukoza) i Secernih kiselina (glukuronska, metilglukuronska,
galakturonska kiselina) (Pandey, 2011; Demirbas, 2005). Najvazniji i najzastupljeniji Seceri
su ksilan i glukomanan (Slika 3.) (Demirbas, 2009; Pandey, 2011; Dutta i sur., 2012).
Hemiceluloza obavija celulozna vlakna i predstavlja vezu izmedu celuloze i lignina i ponasa
se kao ,.ljepilo* (Chandel i sur., 2012). Za razliku od celuloze, hemiceluloza se sastoji od
razli¢itih monomernih jedinica te su njeni polimerni lanci kra¢i su od celuloznih. Hidroksilne
skupine ksiloznih jedinica u hemicelulozi djelomi¢no su esterificirane s karboksilnim
kiselinama kao Sto su: octena (49%), ferulinska (4%) 1 kumarinska kiselina (6%) (Van
Dongen i sur., 2011). Osim toga zbog svoje razgranatosti, karakterizira ju amorfna strukutura
zbog koje je hemiceluloza topljivija u vodi i1 lakSe ju je hidrolizirati djelovanjem

hemicelulaza.
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Slika 3. Struktura ksilana i glukomanana (preuzeto od: Dutta i sur., 2012)

2.1.1.3.  Lignin

Lignin je kompleksan trodimenzionalan polimer koji se sastoji od razlicitih

fenilpropanskih jedinica kao $to su kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol (Slika

4.), povezanih C-O ili C-C vezama (Pandey, 2011). Djeluje kao celularno ljepilo koje daje

¢vrstocu biljnom tkivu 1 individualnim vlaknima, krutost stani¢nom zidu 1 otpornost na

insekte i patogene (Isikgor i Becer, 2015). Osim toga, klju¢an je za efikasno dobavljanje vode

u biljakama gdje za razliku od polisaharida stani¢ne stjenke koji su hidrofilni, svojom

hidroforbnom strukturom tvori nepropusnu prepreku u stani¢noj stijenci (Demirbas, 2009).

Od triju komponenata lignoceluloze lignin je najotporniji na degradaciju (Howard i sur.,

2003).
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Slika 4. Gradevne jedinice lignina (preuzeto od: Ratnaweera i sur., 2015)
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2.1.2. Predobrada lignocelulozne sirovine

Predtretman lignocelulozne sirovine je nuzan kako bi se izmijenila struktura lignocelulozne
biomase s ciljem osiguravanja vec¢e dostupnosti celuloze za njenu efikasnu hidrolizu. Svrha
predtretmana je ukloniti lignin i hemicelulozu, smanjiti kristali¢nost celuloze i povecati
poroznost lignoceluloznog materijala (Slika 5.; Kumar i sur., 2009). S visinom troskova od
7,94 c/L proizvedenog etanola, pretretman je jedan od najskupljih koraka procesa proizvodnje
biogoriva iz lignocelulozne biomase (Moiser i sur., 2004). Metode predobrade lignocelulozne
sirovine dijele se na: (1) fizikalne (mljevenje, piroliza, tretman parom, ekspanzija, ekstruzija),
(2) kemijske (kiselinska preobrada sumpornom/dusi¢nom/fosfatnom kiselinom; alkalna
predobrada natrijevim/kalijevim hidroksidom; predobrada organskim otapalima ili ionskim
tekuc¢inama, ozonoliza), (3) fizikalno-kemijske (tretman parom/autohidroliza; hidrotermoliza i
mokra oksidacija) i (4) bioloske metode (gljive i aktinomiceti) (Galbe i Zacchi, 2007; Pandey,
2011).

CELULOZA

HEMICELULOZA

PREDTRETMAN

Slika 5. Shematski prikaz efekta predtretmana lignocelulozne sirovine (preuzeto od: Mood i
sur., 2013)

2.1.2.1.  Fizikalna predobrada

Fizikalnim metodama predobrade postize se povecanje kontaktne povrsine lignocelulozne
sirovine uslijed smanjenja stupnja polimerizacije, djelomi¢na ili potpuna hidroliza
hemiceluloze te smanjenje kristali¢nosti celuloze (Bajpai, 2016). Mehanickim usitnjavanjem i

mljevenjem sirovina se prevodi u fini prah ¢ime se povecava kontaktna povrsina celuloze,
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smanjuje njena kristalinost $to poboljSava njenu razgradnju u daljnjim koracima procesa.
Veli¢ina materijala nakon usitnjavanja je od 10 do 30 mm, a nakon mljevenja od 0,2-2 mm.
No utrosak energije tijekom ovih procesa je vrlo visok te je Cesto veci od teorijski odredenog
sadrzaja energije same lignocelulozne biomase (Galbe i Zacchi, 2007; Kumar i sur. 2009). U
ovu skupinu spada i zraCenje sirovine gama zrakama koje cijepaju B-1,4-glikozidnu vezu, a
koja je takoder preskupa za komercijalnu primjenu. Stoga su glavni nedostaci i problemi
metoda fizikalne predobrade sirovine, visoka potroSnja energije, velike oscilacije cijena i
uspjesnosti predtretmana uz slabije uklanjanje lignina u usporedbi s drugim metodama

predobrade (Mousdale, 2008).

2.1.2.2.  Kemijske metode

Ozonoliza, kiselinska ili alkalna hidroliza i oksidativna delignifikacija samo su neke od
brojnih kemijskih metoda kojima se postize povecanje kontaktne povrSine sirovine, smanjenje
stupanja polimerizacije, djelomi¢na ili potpuna hidroliza hemiceluloze te djelomicna
razgradnja lignina. Ozonskim tretmanom sirovine postize se smanjenje sadrzaja lignina, dok
je hemiceluloza slabije razgradena, a celuloza ostaje intaktna (Kumar i sur. 2009). Osim toga
tijekom ovog predtretmana koji se provodi na sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku ne
dolazi do nastajanja toksi¢nih i inhibitornih nusproizvoda. No, buduci da su potrebne velike
koli¢ine ozona ovaj proces je veoma skup. Za kiselinsku predobradu lignocelulozne biomase
najcesce se koriste sumporna i klorovodi¢na kiselina koje, iako su dobri agensi za hidrolizu
celuloze su takoder korozivne i toksicne kemikalije koje je, kada se koriste kao koncentrirane
kiseline poslije tretmana potrebno regenerirati 1 zbrinuti na nacin siguran za okoliS. Stoga se
najcesce provodi predtretman s razrijedenim kiselina u kojima nije potrebna reciklacija i to pri
povisenim temperaturama od 140 do 200 °C kroz odredeno vrijeme. Uz metodu eksplozije s
vodenom parom, predtretman razrijedenim kiselinama je najistraZivanija metoda predobrade
(Sanchez i Cordona, 2007). Najcesce koristena kiselina je H,SO4 u koncentraciji do 4%, pri
¢emu se najviSe razgradi hemiceluloza. Naime, brzina hidrolize hemiceluloze kiselinama
znacajno je brza od hidrolize celuloze (Lenihan i sur., 2009). No tijekom ovog predtretmana
nastaju i toksi¢ne supstance koje mogu negativno utjecati na proces fermentacije (Palmqvist i
Hagerdal, 2000). Nakupljanje nusproizvoda se povecava s poveanjem temperature i
povecanjem vremena zadrzavanja (Hu i sur., 2010). Osim toga, nakon predtretmana potrebno

je neutralizirati suspenziju lignocelulozne sirovine, a ukoliko se koristi gaseno vapno nastaju
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velike koli¢ine otpada koji je potrebno na odgovarajuci nacin zbrinuti Sto takoder povecava
troskove proizvodnje.

Alkalna predobrada lignoceluloznih sirovina se provodi primjenom luzina uz nize
temperature i tlakove u usporedbi s drugim metodama. No, predobrada u takvim uvjetima se
mora provesti u duzem periodu koji moze varirati od nekoliko sati pa sve do nekoliko dana.
Alkalna predobrada rezultira delignifikacijom uslijed pucanja veze izmedu lignina i
ugljikohidrata te je ucinkovitija kod lignoceluloznih materijala koji sadrze manje lignina kao
Sto su biljni 1 poljoprivredni ostaci (Galbe i Zacchi, 2007). Predtretman luzinom uzrokuje
bubrenje vlakana $to poveCava unutarnju povrSinu, a ujedno se smanjuje Stupanj
polimerizacije i kristali¢nosti celuloze te hidroliziraju esterske veze u hemicelulozi i poveéava
poroznost sirovine (Chen i sur., 2013; Galbe i Zacchi, 2007; Cao i sur., 2012). U usporedbi s
kiselinskom hidrolizom, predobrada luZzinom uzrokuje manji stupanj degradacije Secera te
nastaje manje inhibitora. Naj¢eS¢e koriStena luzina je natrijeva, ali se za alkalnu predobradu
mogu jos upotrijebiti kalcijeva i kalijeva luzina i amonijev hidroksid (Kumar i sur., 2009). U
kemijske metode spada i primjena organskih otapala u kombinaciji s anorganskim kiselinama
(H2SO,4 ili HCI) kao Kkatalizatorima za kidanje unutarnjih veza lignina i hemiceluloze.
Najcesce koriStena otapala su metanol, etanol, aceton, etilenglikol, trietilen glikol 1 fenol

(Kumar i sur., 2009).

2.1.2.3.  Fizikalno- kemijske metode

Ova skupina obuhvata metode izmedu fizikalnih i kemijskih metoda, ili njihovu
kombinaciju. U ovu skupinu pripada eksplozijom vodenom parom koja je ujedno i jedna od
najcesce koriStenih metoda za predobradu lignocelulozne sirovine. Lignocelulozna biomasa se
u ovom tretmanu izlaze zasi¢enoj pari visokoga tlaka kroz nekoliko sekundi do nekoliko
minuta (temperature od 160 do 260 °C i tlakovi od 0,69 do 4,83 Mpa) nakon ega se materijal
izlaZe atmosferskom tlaku uslijed ¢ega dolazi do eksplozivne dekompresije materijala (Kumar
i sur., 2009; Galbe i Zacchi, 2007). Tijekom procesa dolazi do degradacije hemiceluloze
kiselinama oslobodenim tijekom predtretmana (octena kis.) i transformacije lignina uslijed
djelovanja visoke temperature, Sto poboljSava enzimsku hidrolizu celuloze. Sli¢na metoda je i
eksplozija vlakana amonijakom tzv. AFEX u kojem se lignocelulozni materijal izlaze
teku¢em amonijaku na visokoj temperaturi 1 tlaku kroz odredeno vrijeme, nakon ¢ega se naglo
smanjuje tlak. Sli¢ne fizikalno-kemijske metode su i1 ekspolozija primjenom superkriticnog

ugljikovog dioksida, tretman vru¢om vodom (hidrotermoliza) i mokri oksidacijski

9
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predtretman. Glavni nedostaci ovih metoda su nepotpuno uklanjanje lignina i nastajanje
inhibitora fermentacije, dok su glavne prednosti niza potrosnja energije u usporedbi s

fizikalnim metodama i minimalna nuzna primjena kemikalija (Barrett i sur., 2009).

2.1.2.4. BioloSke metode

Bioloska predobrada moze se provesti primjenom mikroorganizama koji imaju sposobnost
degradacije lignina kao $to su gljive bijelog, smedeg i mekog truljenja. Ova metoda smatra se
ekoloski prihvatljivom budu¢i da za provedbu nije potrebna skupa i komplicirana oprema, a
utroSak energije je mali. No nedostatak ove metode je $to uz razgradnju lignina, dolazi i do
gubitka materijala uslijed razgradnje hemiceluloze i celuloze. Tako primjerice gljive smedeg
truljenja uglavnom napadaju celulozu, a gljive bijelog i mekog truljenja razgraduju lignin i
celulozu (Kumar 1 sur., 2009). Metodama genetickog inZenjerstva nastoji se modificirati ove
tipove gljiva s ciljem sprjecavanja nezeljene razgradnje celuloze i hemiceluloze (Carrere i
sur., 2015). Gljive bijelog truljenja (Phanerochaete chrysosporium, Pycnoporus cinnabarinus,
Cyathus stercoreus) smatraju se najboljima u razgradnji lignoceluloznih sirovina (Fan, 2011),
a koja se odvija pomocu specifi¢nih lakaza i peroksidaza. Od ostalih mikroorganizama za
provodenje bioloske predobrade lignocelulozne sirovine primjenjuju se bakterije kao

primjerice Zymomonas mobilis i druge vrste iz porodice Lactobacillaceae.

2.1.3. Inhibitori koji nastaju tijekom predobrade

Tijekom predobrade lignocelulozne sirovine na poviSenim temperaturama nastaje niz
kemijskih spojeva koji mogu imati inhibitorno djelovanje i na celuloliti¢ke enzime i na rast
proizvodnog mikroorganizma. Prema podrijetlu inhibitora mogu se podijeliti u tri skupine: (1)
komponente prisutne u strukturi lignoceluloznih sirovina, (2) komponente nastale
degradacijom lignoceluloznih sirovina i (3) komponente prisutne na lignoceluloznim
sirovinama (Harmsen 1 sur.,, 2013). U prvu skupinu spadaju tvari ve¢ prisutne u
lignoceluloznoj biomasi, te tijekom degradacije polimera na njihove monomerne jedinice
ujedno dolazi i do oslobadanja inhibiraju¢ih aldehida i fenolnih komponenti. U strukturi
hemiceluloze su prisutne razli¢ite kiseline (octena, glukuronska i galakturonska) koje takoder
mogu imati inhibiraju¢i u¢inak na rast proizvodnog mikororganizma (Harmsen i sur., 2013).
Najzastupljeniji inhibitori koji pripadaju drugoj skupini, odnosno nastaju razgradnjom

lignocelulozne sirovine su: furan aldehidi, fenolni spojevi, karboksilne kiseline i derivati

10
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lignina. Za procese predobrade pomocu kiselina karakteristicno je nastajanje furfurala
degradacijom pentoza i 5-hidroksimetilfufrurala (HMF) razgradnjom heksoza. HMF se pri
duzem izlaganju visokim temperaturama i visokim koncentracijama kiselina degradira do
levulinske 1 mravlje kiseline, dok se furfural degradira do furoi¢ne i mravlje kiseline
(Harmsen i sur., 2013; Jonsson i Martin, 2015). Hidrolizom acetilnih grupa u hemicelulozi
nastaje octena kiselina, a degradacijom lignina nastaju razli€iti fenolni spojevi (Jonsson i sur.,
2013). Najzastupljeniji ~ fenolni  spojevi su:  4-hidroksibenzojeva  kiselina, 4-
hidroksibenzaldehid, wvanilin, dihidroksikoniferilni alkohol itd. Nastajanje inhibitora
degradacijom lignocelulozne biomase prikazano je na Slici 6. U tre¢u skupinu inhibitora
spadaju one komponente koje su prisutne na lignoceluloznoj sirovini, ali nisu njen sastavni
dio. Primjerice, ako se koristi lignocelulozna sirovina koja potjece iz zagadenog okolisa, na
njoj se mogu nalaziti duSikovi i sumporni spojevi. Razli¢iti dodatci koji se koriste u
poljoprivredi 1 pesticidi takoder mogu inhibitorno djelovati na radni mikroorganizam

(Harmsen i sur., 2013).

oligosaharidi i
disaharidi
cRLULOZA —

HEKSOZE
PEPEO <1%
EKSTRAKTIVNE glukoza
TVARI 5o/
manoza
FENILNI SPOJEVI
galaktoza
e S e————— ramnoza
| Nefenolal  Fenolini spojeri.
aldehid,
 bemojevakis. - ferulinska kis. Benzokinoni A
| cimetnakis. . 4-hidroksi- 2. faroicaa MMF
benzojeva T Liselina
kiselina A hidroliza‘esteriﬁciranih fenola Furfurad
URONSKE
KISELINE 40-med-
salakreroecis ke
formijalna levulinska
_ALIFATSKE KARBOKSILNE
KIS.

Slika 6. Nastajanje inhibitora degradacijom lignocelulozne biomase (preuzeto od: Jonsson i

Martin, 2015.)
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2.2. Biogoriva

Biogoriva se definiraju kao Cvrsta, tekuca ili plinovita goriva proizvedena iz biomase
(Rezi¢, 2013; Dragone i sur., 2010; Ivan¢i¢-Santek i sur. 2016). Biomasom se smatra
organska komponenta bilo kojeg materijala bioloSkog podrijetla (Howard i sur., 2003).
Predstavlja obnovljivi izvor energije, a opcenito se moze podijeliti na drvnu i nedrvnu
biomasu i zivotnjski otpad (Rezi¢, 2013). Glavna prednost biogoriva u odnosu na fosilna
goriva je smanjena emisija stakleniCkih plinova, osobito ugljikovog dioksida i metana, te se
biogoriva smatraju CO, neutralna budué¢i da se ugljikov dioksid osloboden izgaranjem
biogoriva utrosi tijekom rasta sirovina za njegovu proizvodnju (Koh i Ghazoul, 2008).
Morales i suradnici su usporedbom rezultata Sest studija o analizi Zivotnog ciklusa (LCA
analiza) bioetanola dosli do zakljucka kako je u usporedbi s fosilnim gorivima upotrebom E10
benzina redukcija emisije staklenickih plinova bila manja od 10 %, a za E85 1 E100 goriva
veca od 40 % odnosno 50 % (Morales i sur., 2014). U Europskoj uniji se u znacajnijim
koli¢inama proizvode dvije vrste biogoriva, bioetanol i biodizel. U 2014. godini u EU je,
prema podatcima Eurostata3 iskoriSteno 14 370 ktoe (ekvivalenata tisu¢a tona nafte), od ¢ega
11 367 ktoe otpada na biodizel (4 % ukupnog goriva za promet) i 2637 ktoe na mjeSavinu
benzina i bioetanola odnosno biobenzina (0,9 % ukupnog goriva za promet; ECA, 2016).
Biogoriva se opcenito dijele u dvije kategorije: primarna 1 sekundarna biogoriva. Primarna
biogoriva obuhvacaju prirodni plin 1 drvo za ogrijev koji se najCeS€e koriste za grijanje,
kuhanje i proizvodnju elektricne energije. Sekundarna biogoriva kao biodizel i bioetanol
koriste se kao goriva u prijevoznim sredstvima i u razli¢itim industrijskim procesima. Kao §to
je prikazano na Slici 7., sekundarna biogoriva se ovisno o sirovini za proizvodnju, dijele na

biogoriva prve, druge i tre¢e generacije (Dragone i sur.,2010).

2.2.1. Biogoriva prve generacije

Biogoriva prve generacije se proizvode iz Skrobnih (kukuruz, pSenica, jeCam, krumpir) i
SeCernih (melasa, Seferna repa, SeCerna trska) sirovina te iz jestivih biljnih ulja (repicino,
palmino, suncokretovo). Medutim, sirovine za proizvodnju goriva prve generacije takoder se
koriste 1 u proizvodnji hrane i krmiva. To dovodi do kompeticije proizvodaca biogoriva i
proizvodaca hrane za istu sirovinu i povrSinu potrebnu za uzgoj iste, Sto utjeCe na globalnu

sigurnost na trziStu hrane (Guo i sur., 2015, Morales 1 sur., 2014).
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| Biogoriva |

| Primarna I: ;II Sekundarna |

:”—‘,L, A 4 A 4
PRVA GENERACIJA ; 4 5
Drvo za ogrjev, Bioetanol ili butanol DRBUGA GfxER?CIIJ A [| TRECA GENERACUA
drvne strugotin, proizvedeni ioetanol 1 biodize!

peleti, Zivotinjski
' otpadci, Sumski 1
poljoprivredni
ostatci , prirodni
plin

fermentacijom Skroba ( iz
psenice, je¢ma, kukuruza,
krumpira) ili Secera ( iz
Secerne trske ili Secerne
repe)

Biodizel dobiven
transesterifikacijom
biljnih ulja (uljane repice,
soje, palmino i kokosovo

proizvedeni iz Skroba,
uljai Secera iz biljaka
kao §to su: Jatropha,
kasava, Miscanthus

Bioetanol, biobutanol 1
biodizel proizvendeni iz
lignoceluloznih
materijala (slama, drvo,
trava)

Biodizel iz mikroalgi

Bioetanol iz
mikroalgi i morske
trave

Vodik iz zelenih
mikoralgi i
mikoorganizama

ulje, iskoriSteno ulje za
kuhanje, Zivotinjske masti,
itd.)

Slika 7. Podjela biogoriva (preuzeto od: Dragone i sur., 2010)

Tako je primjerice proizvodnja bioetanola znacajno utjecala na cijenu zitarica u SAD-U,
buduci da je 2011. godine 40 % uroda kukuruza utro$eno u proizvodnju etanola (Pelkmans i
sur., 2014). Osim toga cijena goriva prve generacije je nestabilna zbog promjena cijena
fosilnih goriva i cijena na poljoprivrednom trzistu (Morales 1 sur., 2015). Medutim, vec¢ina
komercijalno dostupnih biogoriva jo§ uvijek Se proizvode iz Secernih ili Skrobnih Zitarica
(proizvodnja bioetanola) te uljarica (proizvodnja biodizela) (Koh i Gazoul, 2008; Morales i
sur., 2015; Guo i sur., 2015; Ivan¢ié-Santek i sur., 2016). Ali zbog ve¢ ranije navedenih
nedostataka novija istraZivanja su usmjerena razvoju ekonomski isplativih i1 ekoloski
prihvatljivin procesa proizvodnje biogoriva iz obnovljivih i otpadnih sirovina kao $to je

lignocelulozna biomasa (Vassilev 1 sur., 2015; Ivancié-Santek i sur., 201 6).

2.2.2. Biogoriva druge generacije

Biogoriva druge generacije mogu se proizvesti gotovo iz bilo kojeg lignoceluloznog
materijala kao S§to je kukuruzovina, slama, bagasa, trava, drvna biomasa, ali i iz sjemenki
biljke Jatrophe te gradskog ¢vrstog otpada (Nguyen i sur., 2017). Konac¢ni produkt moze biti
etanol, biodizel, gorivo za zrakoplove ili neka od mnogih industrijskih biokemikalija. Ove
sirovine se ne rabe u prehrani ljudi i stoke, te su ujedno i znatno jeftinije od sirovina za

proizvodnju biogoriva prve generacije. Budu¢i da ne utjecu na porast cijene prehrambenih
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proizvoda time ne doprinose ekonomskim 1 druStveno-politickim nestabilnostima
nerazvijenih, ali i razvijenih regija svijeta (Blaschek i sur., 2010). Zbog slozenog procesa
proizvodnje koji se sastoji od tri koraka, predtretmana, hidrolize i fermentacije, komercijalna
proizvodnja dugo vremena nije bila isplativa (Naik i sur., 2009; Nguyen i sur., 2017). No
danas je komercijalna proizvodnja biogoriva druge generacije u praksi i nekoliko postrojenja
je zapocelo s radom tijekom 2014. i 2015. godine. Trenutno je u pogonu 67 postrojenja za
proizvodnju biogoriva druge generacije, od kojih tre¢ina proizvodi u komercijalnom mjerilu
(Nguyen i sur., 2017).

2.2.3. Biogoriva trece generacije

Biogoriva proizvedena iz biomase algi i drugih organizama predstavljaju treu generaciju
(Rezi¢, 2013; Ivangié-Santek i sur., 2016; Mabee i sur., 2008). Zahvaljujuéi visokom udjelu
lipida 1 ugljikohidrata, sposobnosti rasta u razli¢itim vodenim okoli§ima (slane i slatke vode),
velikoj brzini rasta, maloj povrSini potrebnoj za kultivaciju 1 visokoj razini absorpcije
ugljikovog dioksida, alge predstavljaju obecavajucu alternativnu sirovinu za proizvodnju
biogoriva (Jambo i sur., 2016). No s cijenom biogoriva proizvedenog iz algi od 300-2600
USS$, ova tehnologija jos uvijek nije konkurentna fosilnim gorivima (Hannon i sur., 2010).
Mnoge prepreke kao Sto su identifikacija sojeva, njihovo poboljSanje metodama genetickog
inzenjerstva, optimizacija proizvodnje itd., moraju se savladati kako bi ova tehnologija bila

ekonomski isplativa 1 konkurentna na trziStu (Hannon 1 sur., 2010).

2.2.4. Bioetanol

Bioetanol je obnovljivi izvor energije koji se proizvodi mikrobnom fermentacijom Secera
(Sun i Cheng, 2001). Danas se bioetanol uglavnom koristi kao gorivo ili dodatak gorivu u
pogonskim motorima, ali takoder se moze iskoristiti kao raznolika sirovina u kemijskoj
industriji (Rass-Hansen i sur., 2007). Oko 90 % bioetanola proizvodi se u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama i Brazilu (Ivangié¢ Santek i sur., 2016; Koh i Ghazoul, 2008; Morales i
sur., 2015). Etanol je pogodno alternativno gorivo buduci da se moZe mijeSati s benzinom ili
se koristiti ¢ist u prilagodenim motorima (Galbi i Zacchi, 2007), a ujedno pokazuje povoljnija
svojstva kao $to su veéi oktanski broj i visa toplina isparavanja (Chen i Qiu, 2010). Oktanski
broj odreduje otpornost odredenog benzina na detonantno izgaranje (L. McCromick, 2015), a

dodatkom 10 % etanola benzinu poveéava se oktanski broj goriva za 3-4 (Ivan¢i¢-Santek i
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sur., 2016). Osim toga, prednost bioctanola u odnosu na benzin je §to molekula etanola sadrzi
kisik, a to omogucuje potpunije sagorijevanje ugljikovodika (Yiiksel i Yiiksel, 2004). Nadalje,
upotrebom bioetanola smanjuje se emisija staklenickih plinova, posebice ugljikovog
monoksida 1 dusikovih oksida kao i toksi¢nih aromatskih spojeva (Zhang i sur., 2012, Ivancic-
Santek i sur. 2016; Turner i sur.,2011). Pri mje$anju s benzinom, udio etanola moZe iznositi
0d 5 % do 85 % (goriva E5-E85), pri ¢emu je potrebno koristiti etanol ¢isto¢e od 95,5-99,8 %.
Gorivo pod nazivom E85 najviSe se koristi u SAD-u i nekim europskim drzavama kao npr.
Svedskoj, dok se u Brazilu koristi etanol sa svega 5% vode koji se naziva E100 (Ivangié-
Santek i sur., 2016). Za primjenu takvih goriva s ve¢im volumnim udjelom etanola kao E85,
na trzistu su dostupni prilagodeni tzv. flexi-fuel automobili (Sun i Cheng, 2001). Usporedba
fizikalno-kemijskih svojstava benzina i bioetanola prikazana je u Tablici 1. Komercijalni
bioetanol se proizvodi ve¢inom iz Skrobnih 1 Se€ernih sirovina (SeCerna trska, Secerna repa,
pSenica, kukuruz, krumpir, kasava) (Morales i sur., 2015; Guo 1 sur., 2015). Za razliku od
SAD-a gdje je kukuruz glavna sirovina za proizvodnju, u Europi se za proizvodnju bioetanola
druge generacije najcesée koriste slama i drugi poljoprivredni ostaci. Stupanj konverzije tih
supstrata u etanol je relativno nizak §to povecava troSkove proizvodnje te ¢ini etanol skupljim
u odnosu na fosilna goriva (Rass-Hansen i sur., 2007; Howard i sru., 2003). Upravo iz tog
razloga novija istrazivanja se usmjeravaju na razvijanje i poboljSanje procesa proizvodnje

etanola iz lignoceluloznih sirovina.

Tablica 1. Usporedba fizikalno-kemijskih svojstava benzina i etanola (Yiiksel i Yiiksel, 2004)

SVOJSTVA Etanol Benzin
Kemijski sastav C,HsOH Ugljikovodici C4-Cy,
Molarna masa (g mol™) 46,07 100-105
Oktanski broj 108 88-100
Gustoéa (kg dm™ 0,79 0,69-0,79
Donja ogrijevna vrijednos (103 kJ dm™) 21,1 30-33
Vreliste °C 78 27-225
Lediste °C -114 -40
Plamiste °C 13 -43
Latentna toplina isparavnja (kJ kg™) 854 289
Topljivost u vodi topljiv netopljiv
Temperatura samozapaljenja °C 423 257
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2.2.4.1.  Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Zbog kompleksnosti procesa proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne biomase, cijena
gotovog proizvoda je jo$ uvijek veca od cijene etalnola dobivenog iz Secerne trske, Seéerne
repe ili kukuruza (Ivanci¢ Santek i sur., 2016). Za konverziju lignocelulozne biomase u
biogorivo, celuloza i hemiceluloza moraju se razgraditi na njihove gradevne monomere,
odnosno jednostavne Secere koje radni mikroorganizam moze metabolizirati (Kumar i sur,
2009). Stoga se proces proizvodnje biogoriva sastoji od Cetiri glavna koraka: (1) predobrada
lignocelulozne sirovine, (2) hidroliza strukturnih ugljikohidrata (celuloze i hemiceluloze), (3)
fermentacija pomoc¢u odgovaraju¢eg radnog mikroorganizma i (4) izdvajanje 1 procis€avanje
proizvoda (npr. destilacija i dehidracija; Slika 8.) (Morales i sur., 2015; Moiser i sur., 2004).
Predobrada je nuzna kako bi se struktura lignocelulozne biomase izmjenila na mikroskopskoj
1 na makroskopskoj razini, s ciljem povecanja dostupnosti celuloze kiselini i enzimima
tijekom procesa saharifikacije i hidrolize (Morales i sur., 2015). Time se postize brza

hidroliza ugljikohidrata na monomerne Secere 1 ve¢i prinosi (Moiser i sur., 2004).

BIOMASA Simultana saharifikacija i ETANOL
l fermentacija (SSF) T
- - i - ) y ra
(Predtretman) | KE.Mlm.S ka ) fFermenta cij :: W Destilacija
) ‘L—I-p hidroliza I, i
(otapanje {konverzija (konverzija .
\ Ilemiceluluze)j | ) \ celuloze w seders) ) \_Seéerau mmi}/ | L Evaporacija |
|/- ™ [ ; 1
Reciklacija Filtriranje /
OTPAD
N Pranje

Lignin

A o v
(€vrsto gorivo)

Ostaci za proizvodnju
energije

Slika 8. Shema procesa proizvodnje biogoriva iz biomase (preuzeto iz: Galbe i Zacchi, 2007)

Proces hidrolize celuloze ukljucuje (1) kiselinsku hidrolizu (npr. sumporna kiselina) i (2)
enzimsku hidrolizu (Kumar 1 sur., 2009). Enzimskom hidrolizom celuloze unaprijeduje se
tehnologija S§to omogucuje da bioetanol proizveden iz lignocelulozne biomase bude
kompetitivan s drugim teku¢im gorivima (Moiser i sur., 2004). Najcesc¢e se provodi pomocu
komercijalno dostupnih celulolitickih enzima izoliranih iz plijesni Trichoderma reesei i
Aspergilus niger (Nieves i sur., 1997; Bischof i sur., 2016). Osim §to se moze provesti prije

fermentacije, enzimska hidroliza se moze odvijati i u prisustvu radnog mikroorganizma, a
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takav proces se onda naziva simultana saharifikacija i fermentacija. Heksoze kao Sto su
glukoza, galatkoza i manoza lako se fermentiraju u etanol pomoc¢u prirodno prisutnih
mikororganizama kao §to su razli¢iti kvasaci: Saccharomyces cerevisiae, S. pombe, S. amucae
i Kluveromyces lactis (Moiser i sur., 2004; Kumar i sur., 2009). No tijekom hidrolize, uslijed
kompleksne strukture osim heksoza nastaju 1 pentozni Seceri kao Sto su ksiloza i arabinoza
koje je takoder potrebno iskoristiti. Stoga je nuzno koristiti mikororganizme koji imaju
sposobnost metaboliziranja §to veceg broja razli¢itih Secera (heksoze i pentoze) s ciljem
osiguravanja ekonomske isplativosti ovog bioprocesa. 1z tog razloga se u novije vrijeme sve
vise koriste mikroorganizmi modificirani metodama genetickog inZenjerstva kao Sto su:
Zymomonas mobilis, Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae (Kumar i sur., 2009; Helle i
sur., 2003). Na kraju procesa etanol se izdvaja iz fermentirane komine destilacijom ili
kombinacijom destilacije i adsorpcije (Gulati i sur. 1996; Kumar i sur., 2009). Naime, smjesa
etanola s vodom ¢&ini azeotropnu smjesu (W=95,6 %) pri temperaturi od 78,15 °C zbog &ega je
izdvajanje etanola potrebno provoditi u dva stupnja. Prvi je (1) jednostavna destilacija ¢ime se
postize Cisto¢a od 92,4 % etanola (w), a zatim slijedi (2) dehidracija etanola primjenom: (a)
azeotropne destilacije, (b) ekstraktivne destilacije, (c) ekstrakcije tekuce-tekuce ili (d)
adsorpcije (Ivan¢i¢ Santek i sur., 2016). Znacajne ustede u ovom energetski najzahtjevnijem
stupnju procesa, mogu se postici integracijom fermentacije i procesa izdvanja i procis¢avanja
etanola. Osim toga, otpad zaostao na dnu destilacijske kolone (preostao lignin, nerazgradena
celuloza 1 hemiceluloza, pepeo, mikroorganizmi) moze se koncentrirati 1 iskoristiti za
dobivanje energije spaljivanjem ili konvertirati u razli¢ite produkte (Wooley i sur., 1999;
Moiser i sur., 2004). Time se smanjuju troSkovi i stvara dodatna vrijednost ¢ime se povecava

ekonomska isplativost procesa.

2.2.4.2. Radni mikroorganizam

2.2.4.2.1. Kvasac

U komercijalnoj proizvodnji etanola najce$¢i koriSteni mikroorganizam je kvasac
Saccharomyces cerevisiae. Ovaj radni mikroorganizam karakterizira GRAS status (eng.
Generally Recognized as Safe ), visoki prinos etanola (~0,45-0,50 grama etanola po gramu
glukoze), visoka produktivnost (2-5 g L™ h™) te sposobnost rasta pri visokim koncentracijama
Secera 1 etanola (Ivanci¢ Santek i sur., 2016). Kvasac moze metabolizirati glukozu, fruktozu,

saharozu i maltozu, ali ne i pentoze kao $to je ksiloza. Osnovni put razgradnje glukoze u
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stanicama kvasca S. cerevisiae odvija se glikolizom (Embeden-Meyerhof-Parnasov put) u
kojem iz jedne molekule glukoze nastaju dvije molekule piruvata. Piruvat se zatim u
anaerobnim uvjetima dekarboksilira u acetaldehid, Sto katalizira enzim piruvat-
dekarboksilaza. Acetaldehid se potom reducira djelovanjem enzima alkohol-dehidrogenaze u
etanol §to je popraceno oksidacijom koenzima NADH u NAD®. Ovim putem razgradnje
glukoze nastaju i dvije molekule ATP-a. Osim etanola, tijekom alkoholne fermentacije nastaju
i ugljikov dioksid 1 drugi razli¢iti nusproizvodi: glicerol, organske kiseline, visi alkohli. Tako
je alkoholna fermentacija prirodno zasti¢en proces, do kontaminacije moze doci i to najcesce
bakterijama mlijecne kiseline, divljim kvascima i bakterijama octene kiseline. Budu¢i da
kontaminacija uzrokuje znacajno smanjenje prinos etanola i inhibiciju rasta kvasca, ona se
suzbija primjenom antibiotika medu kojima se najéeSée koriste: penicilin (inhibira sintezu
stani¢ne stijenke) i virginiamicin (inhibira sintezu proteina) (Ivanéié¢ Santek i sur., 2016). Za
proizvodnju bioetanola iz hidrolizata lignocelulozne sirovine bitna je sposobnost fermentacije
ksiloze. Stoga se primjenom metoda genetickog inZzenjerstva nastoji modificirati kvasac S.
cerevisiae kako bi imao sposobnost rasta na pentozama. Na taj nafin kvasac bi imao
sposobnost metaboliziranja ksiloze koja tijekom predobrade lignocelulozne sirovine nastaje
razgradnjom hemiceluloze, a to bi povoljno utjecalo na iskoriStenost supstrata i ekonomsku
isplativost procesa. Kvasci koji fermentiraju ksilozu kao $to su Pichia stipitis i Candida
shehatae, takoder bi se mogle koristiti za proizvodnju etanola, pogotovo na podlogama s
visokim sadrzajem ksilana. No njihova tolerancija na inhibirajuce spojeve u lignoceluloznim

hidrolizatima je relativno mala (Olafsson i sur., 2008).

2.2.4.2.2. Bakterije

Iako jos uvijek nije nadena zadovoljavajuca alternativa kvascu S. cerevisiae, istrazuje se i
primjena bakterija za proizvodnju bioteanola kao $to su: Zymomonas mobilis i genetski
modificirani soj E. coli (Olsson i Hanh-Hagerdal, 1996). Z. mobilis koristi Entner-Duodoroff
put za proizvodnju etanola, koji daje manji prinos ATP-a po molu glukoze, $to daje manji
prinos biomase, a veci prinos etanola po glukozi u odnosu na S. cerevisiae. No ova bakterija
nema sposobnost fermentacije pentoza. Rekombinantna E. coli daje visoke prinose od 0,36-
0,51 g g™ u nizu razli¢itih hidrolizata, no da bi se produktivnost postignuta u laboratorijskom
mediju postigla i u hidrolizatima potrebna je detoksifikacija. Opcéenito se smatra kako su
bakterije manje tolerantne na inhibitore prisutne u hidrolizatima od kvasaca (Olafsson i sur.,
2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Sirovina

Lignocelulozna sirovina koristena u ovom radu bila je pSeni¢na slama s 92,8 % suhe tvari,

podrijetlom iz Hrvatskog Zagorja (Slika 9). Sirovina je usitnjena pomoc¢u mlina ¢ekicara

(mlin ¢ekicar — tip NA45; Megametal d.o.0., Nedelis¢e, Hrvatska) s veli¢inom sita 5 mm.

Slika 9. PSeni¢na slama

3.1.2. Radni mikroorganizam
Kao radni mikroorganizam koristna su dva soja kvasca Saccharomyces cerevisiae. Koristen

je divlji soj kvasca S. cerevisiae i geneticki modificirani soj S. cerevisiae Y9 (iz zbirke

mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta).
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3.1.3. Kemikalije

Kemikalije koriStene u ovom radu navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Kemikalije koriStene u istrazivanju

Naziv Proizvodad

Glukoza Difco, USA

Kvaséev ekstrakt Roth, Austrija

Diamonijev fosfat Kemika, Hrvatska
Diamonijev sulfat Kemika, Hrvatska

Sladni agar Difco, USA

Sumporna kiselina Acros Organics, Belgija
Kalcijev hidroksid Kemika, Hrvatska

Cinkov sulfat heptahidrat Merck, Njemacka
Fosfatna kiselina Fluka, Njemacka

Etanol (96%0) Gram-Mol d.o.0., Hrvatska
Demineralizirana voda Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu

3.1.4. Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj kvasca S. cerevisiae

3.14.1. Hranjiva podloga za odrZavanje Ciste kulture
Cista kultura kvasca Saccharomyces cerevisiae (divlji soj i soj Y9) odrzavana je na kosim
podlogama sa sladnim agarom uz dodatak 20 g L™ glukoze.

3.1.4.2. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma
Za uzgoj inokuluma pripremljena je hranjiva podloga koja je sadrzavala: 15 g L ™ glukoze, 1
g L ! diamonijevog fosfata, 1 g L™ diamonijevog sulfata, te 1,5 g L ™ kvascevog ekstrakta.

Uzgoj inokuluma proveden je u Erlenmeyer tikvicama, a ukupni volumen podloge je iznosio
250 mL.
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3.1.4.3. Kontrolne hranjive podloge za uzgoj u Erlenmeyer tikvicama

U radu su koristene dvije razli¢ite kontrolne podloge za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama.
Hranjiva podloga (1) je sadrzavala: 10 g L™ glukoze, 10 g L™ ksiloze, 1 g L™ diamonijevog
sulfata, 1 g L™ diamonijevog fosfata i 1,5 g L™ kvas¢evog ekstrakta. Sastav hranjive podloge
(2) je bio: 10 g L™ ksiloze, 1 g L™ diamonijevog sulfata, 1 g L diamonijevog fosfata i 1,5 g

L kvasevog ekstrakta.

3.1.4.4.  Hranjive podloge s lignoceluloznim hidrolizatima

Hidrolizati dobiveni predobradom lignocelulozne sirovine (pSenicne slame) koristeni su kao
hranjive podloge za uzgoj kvasca i proizvodnju bioetanola. Seéeri oslobodeni tijekom
predobrade predstavljali su izvor ugljika za radni mikroorganizam. U svaku podlogu su
dodani diamonijev fosfat i diamonijev sulfat (izvor sumpora i fosfora) u koncentraciji od 1 g
L, te kvascev ekstrakt (izvor aminokiselina, vitamina, ugljikohidrata) u koncentraciji od 5 g
L. Uzgoj je proveden na hidrolizatima p3eni¢ne slame predobradene pri uvjetima: a) 160 °C

kroz 10 minuta b) 180 °C kroz 1 i 10 minuta i ¢) 200 °C kroz 5 i 10 minuta..

3.14.5. Hranjiva podloga za uzgoj u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom
bioreaktoru

Za uzgoj S. cerevisiae u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru kao izvor ugljika
koristen je hidrolizat pSeni¢ne slame dobiven predobradom s 0,5 % sumpornom kiselinom pri
180 °C kroz 10 minuta. U hidrolizat je dodano 10 g L™ glukoze, 2 g L™ diamonijevog sulfata i
2 g L diamonijevog fosfata, te 1,5 g L™ kvascevog ekstrakta.

21



Eksperimentalni dio

3.1.5. Oprema i aparatura
3.1.5.1. Mlin cekicar

Za usitnjavanje lignocelulozne sirovine koriSten je mlin cekicar tip NA4S5 (Slika 10.).
Kapacitet mljevenja mlina u zrnu iznosi 300 kg h™, a za mljevenje u klipu 250 kg h *. Mlin
pokrece trofazni motor, a sadrzi dvije vrste sita razliCitih veli¢ina, 12 1 5 mm. Za usitnjavanje

pseni¢ne slame koriStene u ovom radu primjenjeno je sito veli¢ine 5 mm.

Slika 10. Mlin ¢ekicar-tip NA45 (Megametal d.o.o0., Nedelis¢e, Hrvatska)

3.152. HPLC

HPLC (Slika 11.) je uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke uéinkovitosti ( Shimadzu
CLASS- VP LC-10A, Shimadzu, Japan). Uredaj se sastoji od crpke (LC-10 ADVP),
otplinjata (DGU-14A), injektora (SIL-10ADVP), uredaja za grijanje kolone (CTO-10AVP),
analiticke kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Supelcogel H Guard Column, Sigma),
detektora indeksa loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-10AVP) i ra¢unalnog

programa za kromatografiju.
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Slika 11. HPLC- uredaj za tekuc¢insku kromatografiju visoke u¢inokovitosti

3.1.5.3.  Visokotla¢ni reaktor za termi¢ku obradu lignoceluloznih sirovina

Za obradu lignocelulozne sirovine sa sumpornom Kkiselinom koristio se visokotla¢ni
reaktor prikazan na Slici 12. U reaktoru ukupnog volumena 20 litara nalazi se perforirana
kosara u koju se stavlja lignocelulozna sirovina. Reaktor se grije preko plasta kroz koji struji
termicko ulje koje se grije u odvojenoj posudi uz pomo¢ tri elektricna grijaca. Integrirana
pumpa omogucéava strujanje zagrijanog ulja kroz cijeli sustav uz jednoli¢no zagrijavanje
smjese preko plasta reaktora. Reaktor sadrzi temperaturne sonde za odredivanje temperature
ulja za grijanje, te temeperaturne sonde za odredivanje temperature u gornjem i donjem dijelu
reaktora i tlaka u gornjem dijelu reaktora (tlak para). Nakon zavrSetka procesa postepeno se
ispusta para iz reaktora otvaranjem ventila za paru, a kada se tlak u reaktoru izjednaci s
atmosferskim tlakom otvara se ventil na dnu reaktora za ispustanje tekuceg dijela hidrolizata.
Cvrsti dio zaostaje u perforiranoj kosari koja se moze izvaditi nakon otvaranja poklopca

reaktora.
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Kontrolna jedinica Reciklacija termitkog ulja

O‘dzraEna posyda

z%) plin

NG

lzlaz pare

T Elektriéni

grijati

Reaktor za
termitku
obradu lignoc.
sirovine

Reaktor s termitkim
uljem

Pumpa Izlaz tekuce faze

Slika 12. Shema visokotlacnog reaktor za obradu lignoceluloznih sirovina (Ti- temp.

pare/ulja; Pi-tlak pare u reaktoru; Tic- temperatura unutar reaktora)

3.1.5.4. Horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor (HRCB)

Horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor ili skraceno HRCB, koriSten je za proces alkoholne
fementacije na hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenom kiselinskom predobradom. HRCB
(Slika 13.) se sastoji od cilindri¢ne posude izradene od nehrdajuceg Celika opremljene sa
sustavom za pracenje temperature i tlaka i sustavom za regulaciju rotacije. Ukupan volumen

ovog bioreaktora je 30 L, a sterilizacije se vr$i direktnom parom.

Slika 13. HRCB- Horizontalni Rotiraju¢i Cijevni Bioreaktor
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Uz laboratorijsko posude i potros$ni laboratorijski materijal u izradi ovoga rada koristena je i

oprema navedena u Tablici 3. :

Tablica 3. Popis uredaja i proizvodaca koriStenih u izradi rada

OPREMA PROIZVODAC

Centrifuga Harrier 18/80, Sanyo, Velika Britanija
ThermoScientific, SL 8R, SAD

Tresilica RM 71 B. Braun Biotech. International,
Sartorius group, Njemacka

Susionik Instrumentaria ST-50, Hrvatska

Tehnicka vaga

Technica ET-1111, Slovenija

Analiticka vaga

Sartorius, Njemacka

VrtloZzna mjeSalica

Technica ET-1111, Slovenija

UV/Vis spektrofotometar

Cary 13E Varian, Mulgrave, Australija

Kvarcne kivete promjera 10 mm

Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka

Oprema za filtraciju otopina

najlonski filter (0,22 pm, 47 mm; Magna, GE
Water & Process Technologies, Michigan,
SAD

Autoklav

Sutjeska, Beograd, Jugoslavija

Plinski kromatograf CP-3800

Varian Palo Alto, SAD

Mlinac za kavu SCG 3050SS

Sencor, Japan

Hladnjak i1 zamrzivac

Bosch, Njemacka
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3.2. METODE

3.2.1. Predobrada lignocelulozne sirovine

Kiselinska predobrada prethodno usitnjene pSeni¢ne slame sa sumpornom kiselinom
provedena je u visokotlaénom reaktoru. U reakatoru je pomijesano 500 g suhe tvari pSeni¢ne
slame s 10 litara 0,5 %-tne otopine sumporne kiseline koja je pripremljena dodatkom 28,75
mL 96 % H,SO4 u 9,971 L vodovodne vode. Pocetni omjer tekuceg dijela (otopina sumporne
kiseline) i &vrstog dijela (pSenitna slama) bio je 1:20 (g mL™). Predtretmani su provedeni na
temperaturama 160 °C, 180 °C i 200 °C uz vrijeme zadrzavanja od 1, 5 i 10 minuta, a na
temperaturama od 150 °C, 170 °C i 190 °C je ispitivano samo vrijeme zadrzavanja od 5
minuta. Nakon postizanja Zeljene temperature predobrade i isteka ispitivanog vremena
zadrzavanja, ispustena je para, a zatim su odvojene &vrsta i tekuéa faza. Cvrsta i tekucéa faza
su potom analizirane kako je opisano u Poglavlju 3.2.4. Teku¢i dio je neutraliziran do
neutralnog pH dodatkom kalcijevog hidroksida i takav neutralizirani hidrolizat koriSten je za

fermentaciju. Cvrsti dio pohranjen je u zamrzivacu.

3.2.2. Uzgoj inokuluma

Kultura kvasca S. cerevisiae uzgojena je na podlozi pripremljenoj na nacin opisan u Poglavlju
Materijali (3.1.4.2.). U epruvetu s kosom podlogom na kojoj je uzgojena kultura kvasaca
dodano je 10 mL vode, te je kultura sastrugana s povrSine podloge pomocu mikrobioloske
usice. Suspenzija iz epruvete zatim je dodana u 250 mL hranjive podloge za uzgoj inokuluma
u Erlenmeyer tikvici od 500 mL. Inokulum je uzgajan na tresilici pri 140 okretaja po minuti,
pri temperaturi od 30 °C preko noéi.

3.2.3. Uzgoj kvasca S. cerevisiae i nadzor procesa alkoholnog vrenja

3.2.3.1.  Proces alkoholne fermentacije u tikvicama

Podloge koristene za proizvodnju etanola pomocu kvasca S. cerevisiae u tikvicama su

pripremljene na nacin opisan u Poglavlju 3.1.4.4. Kontrolne podloge su prije uzgoja
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sterilizirane u autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz 25 minuta. Uzgoj se provodio u
Erlenmeyer tikvicama od 500 mL, a ukupni volumen hranjive podloge je bio 250 mL. U
svaku hranjivu podlogu sterilno je dodano 20 mL inokuluma prethodno uzgojenog na podlozi
za uzgoj inokuluma (Poglavlje 3.1.4.2.). Na svaku tikvicu stavljena je vreljnaca koja je
prethodno dezinficirana pomoc¢u etanola i provlaenja kroz plamen. Anaerobni proces

alkoholne fermentacije u tikvicama pracen je kroz 24 sata.

3.2.3.2.  Proces alkoholne fermentacije u reaktoru

Za uzgoj kvasca S. cerevisiae i provedbu procesa alkoholne fermentacije koriSten je
horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB). Bioreaktor je najprije steriliziran pomocu
vruce pare kroz 30 minuta, a potom je u njega dodana hranjiva podloga pripremljena kako je
opisano u poglavlju 3.1.4.5. Ukupni volumen hranjive podloge je bio 5000 mL, a hranjiva
podloga je inokulirana s 500 mL prethodno uzgojenoga inokuluma. Uzgoj se provodio u
anaerobnim uvjetima uz intervalnu rotaciju bioreaktora brzinom 20 okretaja u minuti, kroz 12

minuta u svakom satu uzgoja. Uzgoj je prac¢en kroz 28 sati.

3.2.3.3.  Nadzor procesa alkoholnog vrenja

Kroz prvih 10 sati anaerobnog uzgoja u tikvicama i HRCB-u, uzorci su izuzimani svakih sat
vremena, ukljucujucéi i nulti sat. Kod uzgoja u tikvicama zadnji je uzorak izuzet 24. sata, a kod
uzgoja u HRCB-u proces je pracen izuzimanjem uzoraka od 24. do 28. sata uzgoja. Volumen
izuziman iz tikvica je bio 3 mL, a iz reaktora 10 mL. 1z izuzetih uzoraka pripravila su se
potrebna razrijedenja od kojih su prvo i drugo koriSteni za mjerenje adsorbancije na 600 nm, a
3., 4.1 5. iskoristeni su za nacjepljivanje na sterilne Petrijeve zdjelice s agarom za odredivanje
ukupnog broja stanica (Poglavlje 3.2.4.7.). 1z originalnih uzoraka pripremljeni su uzorci za
analizu HPLC metodom za odredivanje preostale koncentracije glukoze i ksiloze te dobivenog
etanola. Takoder je prac¢ena i promjena koncentracije furana mjerenjem apsorbancije na 284 i
320 nm. Kod uzgoja u HRCB-u 7 mL originalnog uzorka je centrifugirano kroz 15 minuta na
4500 min *, kako bi se izdvojila biomasa od hranjive podloge koja je potom stavljana na
susenje radi gravimetrijskog odredivanja mase nastale kvas¢eve biomase. Metode koriStene za

nadzor procesa alkoholne fermentacije su opisane u Poglavlju 3.2.4. Analiticke metode.
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3.2.4. Analiticke metode

3.24.1. Odredivanje suhe tvari u lignoceluloznoj sirovini

Uzorak lignocelulozne sirovine izvagan je i osusen na 100 °C do konstantne mase. Nakon

susenja uzorak je izvagan, te je odreden udio suhe tvari prema jednadzbi [1] :

m (poslije susenja) #100 [%] [1]

Av) = > -
W (s.tv) m (prije susenja)

3.2.4.2. Kiselinska hidroliza lignocelulozne sirovine

Udjel strukturnih ugljikohidrata (glukan, ksilan) te lignina topljivog i netopljivog u kiselini
odredeni su u izvornoj i predobradenoj lignoceluloznoj sirovini kiselinskom hidrolizom prema
propisu Nacionalnog laboratorija za obnovljive izvore energije (eng. National Renewable
Energy Laboratory, NREL; Sluiter i sur., 2010). U epruvetu je dodano po 0,4 g isprane,
osu$ene sirovine (neobradena ili predobradena pSeni¢na slama) usitnjene u fini prah pomocu
mlinca za kavu. Zatim je dodano 4 mL 72 %-tne H,SO, i sirovina je ostavljena u termostatu
na 30 °C sat vremena uz povremeno mije$anje sadrzaja. Nakon inkubacije sadrzaj iz epruvete
kvantitativno je prenesen u tikvicu s okruglim dnom uz dodatak 112 mL demineralizirane
vode tako da je koncentracija sumporne kiseline u smjesi nakon dodatka vode iznosila 4 %.
Smjesa je zagrijana do vrenja i kuhana kroz 4 sata uz povratno hladilo i povremeno
mijeSanje. Nakon hidrolize uzorci su ohladeni pod mlazom vode i filtrirani preko
Biichnerovog ljevka kroz prethodno osusSeni i izvagani filter papir. Zaostali talog ispiran je s
vruéom vodom do neutralnog pH. Cvrsti talog zaostao na filter papiru je lignin netopljiv u
kiselini ¢ija masa je odredena gravimetrijski nakon susenja. U filtratu kiselinskog hidrolizata
odredene su koncentracije glukoze i ksiloze HPLC metodom, te je izra¢unat udjel strukturnih
ugljikohodrata glukana i ksilana. Udio lignina topljivog u Kiselini u filtratu nakon hidrolize

odreden je spektrofotometrijski.
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3.2.4.3. Odredivanje udjela lignina netopljivog u Kiselini

Cvrsti dio sirovine zaostao na filter papiru nakon kiselinske hidrolize osusen je na 105 °C do
konstantne mase. Nakon suSenja, talog je izvagan i izracunat je udjel lignina netopljivog u
kiselini prema jednadzbi [2].

m(osuSeni filter s talogom)-m(filter) [2]

LNTK)= *100 [9
w( ) m (uzorka uzetog u analizu=0,4g) 4]

3.2.4.4. Udjel lignina topljivog u kiselini (LTK)

U filtratu Kiselinskog hidrolizata odreden je udjel lignina topljivog u kiselini (eng., acid
soluable lignin, ASL) spektrofotometrijski pri valnoj duljini 205 nm. Udjel lignina topljivog u
kiselini izracunat je prema jednadzbi [3]:

A¥D*V 3]
o*b*m

w(LTK)=

A= apsorbancija uzorka na 205 nm; D= faktor razrijedenja = 10; V= volumen filtrata = 0,116
L; o = konstanta, 110 g L'lcm'l; b = Sirina kivete, 1 cm; m = masa uzorka uzetog u analizu

(0,4 9)

3.2.4.5. Odredivanje furana spektrofotometrijski

U tekuc¢oj fazi nakon kiselinske predobrade i1 u uzorcima izuzimanim tijekom uzgoja
odredivana je koncentracija furana spektrofotometrijski. Za odredivanje furana ovom
metodom potreban je bazdarni pravac koji se prethodno izradi mjerenjem apsorbancije
otopina furana poznate koncentracije. Uzorak s nepoznatom koncentracijom furana se
razrijeduje demineraliziranom vodom u omjeru 1:1000 te se mjeri apsorbancija na 284 i 320

nm. Koncentracija se odredi iz sljedece jednadzbe bazdarnog pravca [4]:

yfurani=2,496* AA+0,0158*R? [4]
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3.2.4.6. Odredivanje opticke gustoce uzoraka hranjive podloge

Uzorci izuzeti tijekom uzgoja imali su visoku opti¢ku gustocu (Asoe> 1,5 AU), pa je bilo
potrebno prirediti odgovarajuca razrijedenja ovih uzoraka. Odredeni volumen svakog
razrijedenja (V = 4 mL) prenesen je u kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena,
Njemacka) i pomocu UV/Vis spektrofotometra Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija)
odredena je opticka gustoc¢a pri valnoj duljini (4) od 600 nm (Asn). Opticka gustoca uzorka

izrazena je kao razlika apsorbancije uzorka i slijepe probe.

3.2.4.7.  Odredivanje ukupnog broja zZivih stanica kvasca

U sterilnim uvjetima je iz uzoraka izuzimanih tijekom uzgoja pripravljeno 3., 4. i 5.
razrijedenje. Po 0,1 mL tih razrjedenja nacjepljen je na sterilne Petrijeve zdjelice sa sladnom
podlogom koje su potom stavljene na inkubaciju kroz 24 sata na 30 °C. Porasle kolonije su

izbrojane te je odreden ukupan broj zivih stanica.

3.2.4.8. Analiza uzoraka teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti
(HPLC)

HPLC metodom analizirani su sljede¢i uzoraci: tekuca faza dobivena nakon kiselinskog
predtretmana lignocelulozne sirovine, filtrat dobiven dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom
I Uzorci izuzimani tijekom uzgoja. Uzorci su pripremljeni na nacin opisan u poglavljima
3.24.8.1. 1 3.24.8.2., a za analizu je koriSten kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP
LC-10Avp (Shimadzu, Kyoto, Japan). U uzorcima su odredivane koncentracije ugljikohidrata
(glukoze, ksiloze, arabinoze) i etanola. Za pripravu svih otopina koritena je redestilirana
voda ¢ija je vodljivost iznosila manje od 1uS. Kao pokretna faza koriStena je otopina H3PO4
(0,1 % vol/vol) u vodi. Po 20 puL svakog uzorka injektirano je i propusSteno kroz kolonu pri
temperaturi od 55 °C i brzini protoka pokretne faze od 0,5 mL min™. Podaci su analizirani
pomocu racunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10. Iz jednadZzbi bazdarnih pravca
navedenih u Tablici 4. izraCunate su koncentracija monosaharida i etanola u analiziranim

uzorcima.
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Tablica 4. Retencijska vremena i bazdarni pravci

Spoj T g(min) JednadZzba baZzdarnog pravca R%()
glukoza 14,045+0,040 | A =226208,50g1ukoza - 1433,13 1,0000
ksiloza 14,834+0,037 | A =223510sil0a+ 1070,5 1,0000
arabinoza 16,061+0,034 | A = 225152 abinoza + 562,39 0,9999
mravlja Kiselina 18,520+ 0,018 | A =82201 jmravija kiselina - 125,4 0,9983
octena kiselina 19,825+0,026 | A = 112445 yoctena kiselina + 1276,1 0,9989
levulinska kiselina 21,388+0,051 | A =207915 Hevulinska kiselina + 3222,5 0,9998
etanol 25,406+0,014 | A =819297 @etanol - 1766,9 0,9992
3.24.8.1. Priprema uzorka nakon dvostupanjske kis. hidrolize za analizu HPLC
metodom

Filtrat dobiven dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom najprije je neutraliziran dodatkom
Ca(OH), do pH vrijednosti od oko 4-5 jedinica. Centrifugiranjem uzorka (5000 g; 5 min; HC-
240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), dobiven je supernatant koji je zatim profiltriran pomoéu
Sprice kroz najlonski filter s porama veli¢ine 0,22 um (33 mm; Carl Roth, GmbH & Co,
Karlsruhe, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci analizirani su pomoc¢u Shimadzu CLASS-

VP LC-10AVP sustava.

3.2.4.8.2. Priprema uzoraka tekucée faze za analizu HPLC metodom

U uzrocima i1zuzetim tijekom uzgoja 1 u tekucoj fazi nakon kiselinske predobrade pSenicne
slame provedeno je talozenje proteina dodatkom 10% otopine cinkovog sulfata heptahidrata u
omjeru 1:1 (vol/vol). Uzorci su snazno izmjesani tijekom 20-tak sekundi (mikser EV-100,
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i ostavljeni da odstoje 10 minuta pri sobnoj temperaturi.
Istalozeni proteini i biomasa izdvojeni su centrifugiranjem (10000 g, 5 min; HC-240,
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), a supernatant je profiltriran pomoéu $price kroz najlonski
filter s porama veli¢ine 0,2 um (Cromafil®Xtra PA(NY)-20um/25mm; Machery-Nagel
CoKG, Diiren, Njemacka). Pripremljeni uzorci su analizirani pomo¢u Shimadzu CLASS-VP

LC-10AVP sustava (Poglavlje 3.2.4.8.)
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3.2.5. Izracunavanje udjela strukturnih ugljikohidrata

Masa ugljikohidrata (glukan, ksilan) u lignoceluloznoj sirovini izraCunata je iz mase
odgovarajuc¢ih monosaharida (glukoze, ksiloze, arabinoze) u hidrolizatu nakon predobrade i
filtratu nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize uz pomo¢ korektivnog faktora (K5) prema
jednadzbi [6]. Korektivni faktor predstavlja omjer molekulske mase monomerne gradevne
jedinice ugljkohidrata i monosaharida. Korektivni faktor za pentoze (ksiloza i arabinoza) je
0,88 (tj. 132 g mol™/150 g/mol™), dok je za heksoze (glukoza, galaktoza i manoza) 0,9 (tj. 162
g mol™/180 g/mol™).

Meoi = Cronosahariia * Vhidr : Kf (g) [6]

Vhigr — Volumen hidrolizata/filtrata (L); Cmonosanarida — KOncentracija monosaharida (g L'l); Ks —

korektivni faktor

Udjel strukturnih ugljikohidrata u lignoceluloznoj sirovini izraGunava se prema jednadzbi [7]:

Mco -1 [7]
Wepo = > (997
ere rnquH 20,X

Wero — udjel ugljikohidrata (%, masa masa™); mcxo — masa ugljikohidrata u predobradenoj
lignoceluloznoj sirovini (LCS) (g); Wh2o x-udjel vlage u predobradenoj LCS ; m,, — masa
predobradene LCS podvrgnute predobradi / kiselinskoj hidrolizi (0,4 g)

3.2.6. Izracunavanje iskoristenja glukana, ksilana i ukupnog lignina u lignoceluloznoj
sirovini

Nakon predobrade pSeni¢ne slame izraCunato je iskoriStenje glukana, ksilana i ukupnog
lignina za svaki pojedini uvjet predobrade prema jednadzbi [8] :
mFK *w H20/FK »w X/PKO
7= "mKO  wH20/KO * wX/KO

100 5]

Mex-masa vlaznog filtarskog kolaca (g); w noo/rk -udjel vlage u filtarskom kolac¢u; mgo-masa
pSeni¢ne slame za predobradu (9); W wooko-udjel vlage u psSeni¢noj slami; W x/ko-udjel
polimera (glukan, ksilan, ukupni lignin) u pSeni¢noj slami; W x;pko-udjel polimera (glukan,

ksilan, ukupni lignin) u predobradenoj pSeni¢noj slami
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3.2.7. lIzracunavanje pokazatelja uspjeSnosti rasta i proizvodnje etanola

3.2.7.1.  Potrosnja supstrata (AS)

As=S, s[gL!|  [gL] [9]
So- pocetna koncentracija supstrata [g L™']; S- kona¢na koncentracija supstrata [g L™]

3.2.7.2.  Prinos produkta (Yp)

Y,=P-P; [g L] [10]

Po— pocetna koncentracija produkta [g L™]; P- kona¢na koncentracija produkta [g LY

3.2.7.3.  Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Yp/s)

(P-Py) AP Y, [12]
Y o= —t=——=——_ -1
So, Po - pocetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™Y; S, P - kona¢na
koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™]
3.2.7.4.  Produktivnost (Pr)
YxiliY
P= SRSl : : [kg m> h! ] [17]

Yx - prinos biomase [g L-1]; Yp- prinos produkta [g L-1]; t,- ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kao lignocelulozna sirovina u ovom radu koriStena je pSeni¢na slama kojoj je sastav
odreden dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom, a prikazan je u Poglavlju 4.1. Da bi se
ispitao utjecaj temeprature na uspjesnost procesa predobrade pSenicne slame s 0,5 %-tnom
sumpornom kiselinom u visokotlaénom reaktoru, provelo se istrazivanje utjecaja 5 razli¢itih
temperatura (150 °C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C i 200 °C) na proces uz konstatntno
vrijeme zadrzavanja od 5 minuta. Nakon provedenog istrazivanja utjecaja temperature na
uspjesnost procesa, iz dobivenih rezultata odabrane su tri temperature (160 °C, 180 °C i 200
°C) za daljnje istrazivanje utjecaja vremena zadrzavanja na proces predobrade pseni¢ne slame
u visokotlaénom reaktoru (Poglavlje 4.2.). U tu svrhu provedeni su joS$ i procesi predobrade
pSenicne slame uz vremena zadrzavanja od 1 1 10 minuta na tri odabrane temperature. Tekuca
faza dobivena kiselinskom predobradom pseni¢ne slame nakon neutralizacije, koristena je kao
podloga za proizvodnju etanola mikrobnom fermentacijom pomocu dva odabrana soja kvasca
S. cerevisiae.

Dva soja kvasca Sacharomyces cerevisiae: (1) divlji soj i (2) soj Y9, koristeni su kao radni
mikroorganizmi u procesu proizvodnje etanola na hidrolizatima pS$eni¢ne slame. Sposobnost
rasta odabranih sojeva te mogucénost sinteze etanola tijekom mikrobne fermentacije na
teku¢em dijelu dobivenom nakon kiselinske predobrade pseni¢ne slame u visokotlatnom
reaktoru prvo se testirala u manjem mjerilu, to¢nije u Erlenmeyerovim tikvicama (250 mL).
Rezultati su prikazani u Poglavlju 4.3. Sirovina dobivena predobradom pSeni¢ne slame u
visokotlaénom reaktoru, osim hesoza (glukoza) takoder sadrzi i pentoze (ksiloza) (sastav
sirovine prikazan u Poglavlju 4.1.). Stoga je bilo vazno istraziti mogucnost rasta odabranog
soja kvasca S. cerevisiae Y9 u hranjivim podlogama sli¢nog sastava kao i hidrolizati dobiveni
predobradom pseni¢ne slame. U tu svrhu proveo se anaerobni uzgoj S. cerevisiae soj Y9 na
kontrolnim podlogama koje su sadrzavale glukozu i ksilozu i samo ksilozu, a rezultati su
prikazani u Poglavlju 4.3. Na osnovi rezultata dobivenih uzgojem u Erlenmeyer tikvicama,
pokazano je da odabrani soj kvasca S. cerevisiae Y9 moze proizvoditi etanol na hidrolizatima
dobivenim predobradom pseni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pomocu sumporne
kiseline. Stoga je odabran hidrolizat pSeni¢ne slame na kojem je proveden najuspjesniji proces
proizvodnje etanola tijekom uzgoja u Erlenmeyer tikvicama (hidrolizat predobraden na 180
°C uz vrijeme zadrzavanja od 10 minuta) kako bi se proces proveo u veéem mijerilu, u

horizontalnom rotiraju¢em cijevnom reaktoru (HRCB). Rezultati su prikazani u Poglavlju 4.4.
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4.1. Ispitivanje utjecaja temperature na uspjesnosti Kiselinske predobrade
pSeni¢ne slame sumpornom Kkiselinom

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dvostupanjske kiselinske hidrolize pSeni¢ne slame
(Poglavlje 3.2.4.1., Materijali i metode). Analizom dobivenog hidrolizata pomoc¢u visoko
ucinkovite tekuc¢inske kromatografije (Poglavlje 3.2.4.8., Materijali i metode) odreden je udio
strukturnih uglljikohidrata u sirovini (Poglavlje 3.2.5., Materijali i metode) te je obradom
rezultata dobiven sastav sirovine koriStene u daljnjem istrazivanju. Rezultati su prikazani u
Tablici 5. Sastavi tekucih faza dobivenih nakon predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom
reaktoru (Poglavlje 3.2.1., Materijali i metode) uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta i

razli¢itim temperaturama od 150 do 200 °C prikazani su u Tablici 6.

Tablica 5. Sastav pSeni¢ne slame

sirovina ngukan Whsilan | Warabinan | WLTK WNTLK+pepeo WhaAc eravlja kis.
(%) | (%) | (%) | (%) (%) (%) (%)
pSeni¢na slama | 51,93 | 21,06 5,12 0,24 15,88 3,04 2,21

Kao lignocelulozna sirovina u ovom radu koriStena je pSeni¢na slama. PSeni¢na slama
ima veliki potencijal za primjenu u proizvodnji bioetanola. Naime, godiSnje tijekom
proizvodnje pSenice (2012. je iznosila 670 miljuna tona) oko 400 milijuna tona otpada ostaje
neiskoriSteno, a moglo bi se iskoristiti kao sirovina za proizvodnju etanola (Tishler 1 sur.,
2015). PSeni¢na slama prema literaturnim podatcima sadrzava: 35-45% celuloze, 20-30%
hemiceluloze i 15 % lignina (Saha i sur., 2005). Prema radu autora Khan i Mubeen, sastav
pSeni¢ne slame je neSto drugaciji te ona sadrzava od 33,7% do 40% glukana u suhoj tvari, te
od 21 do 26% ksilana 1 arabinana izraZenih kao hemiceluloza (Khan i Mubeen, 2012). Naime,
sastav pSeni¢ne slame ovisi o Koristenoj sorti, klimatskom pojasu njenog uzgoja te o
analitickim metodama koriStenim za odredivanje njenog sastava. To su i1 moguéi razlozi
odstupanja sastava analizirane slame od literaturnih podataka. Sastav pSeni¢ne slame
koriStene u ovom istrazivanju odreden je pomocu tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize. Prema dobivenim rezultatima
izraCunati su udjeli ugljikohidratnih polimera, udio ukupnog lignina, te udio octene i mravlje
kiseline koji su prikazani u Tablici 5. Udio glukana u analiziranoj pSeni¢noj slami (51,93 %)

nesto je veci od udjela navedenih u literaturi, dok su udjeli ksilana (21,06 %) 1 arabinana (5,12
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%) u skladu s literaturnim navodima. Udjel ukupnog lignina iznosi 16,12 % sto je takoder u
skladu s literaturnim podatcima (Saha i sur., 2005; Khan i Mubeen, 2012; Boe i sur., 2007).

Kako bi se pSeni¢na slama mogla koristiti kao sirovina za proizvodnju etanola potrebno
je provesti predobradu da bi se uglljikohidratni polimeri preveli u fermentabilne Secere. Jedna
od najcesce istrazivanih metoda predobrade je predobrada razrijedenom kiselinom (Zhu 1 sur.,
2009). U ovom radu je kao katalizator za hidrolizu pSeni¢ne slame koriStena sumporna
kiselina, jedna od nacesce koristenih kiselina za predobradu lignocelulozne sirovine (Lenihan
I sur., 2009; Zhu i sur., 2009). Uvjeti predobrade odabrani su na temelju prethodno
provedenih istrazivanja u sklopu projekta "Odrziva proizvodnja bioetanola i biokemikalija iz
otpadnih poljoprivrednih lignoceluloznih sirovina” pod vodstvom prof. Bozidara Santeka u
okviru kojeg je raden i ovaj diplomski rad. U prethodno provedenim istraZivanjima
predobrade kukuruznih oklasaka i kukuruzovine sumpornom kiselinom najveca efikasnost
procesa ostvarena je kod vremena zadrzavanja od 5 minuta uz primjenu 1% sumporne kiseline
na temperaturi od 210 °C (Govedarica, 2016; Lauder, 2016). Takoder se pokazalo da
smanjenje koncentracije sumporne kiseline s 1% na 0,5% rezultira znacajnim smanjenjem
koncentracije nusproizvoda procesa kao §to su levulinska i mravlja kiselina (Govedarica,
2016). Iz tih razloga za predobradu pSeni¢ne slame u ovom istrazivanju koriStena je 0,5 %
sumporna kiselina, te je za ispitivanje utjecaja temperature na uspjeSnost procesa predobrade
primjenjeno vrijeme zadrZzavanja od 5 minuta. Procesi su provedeni pri 6 razli€itih
temperatura: 150 °C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C i 200 °C. Nakon provedene predobrade u
tekucoj fazi odredena je koncentracija Secera glukoze, ksiloze i arabinoze, te koncentracija
nusprodukata: octene, mravlje i levulinske kiseline i ukupnih furana. Sastavi teku¢ih faza

dobivenih predobradom pSeni¢ne slame prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Sastavi tekucih faza dobivenih nakon predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta i

razli¢itim temperaturama

Yglukoza Yksiloza Yarabinoza Ymravlja kis Y octena kis Y levulinska kis Yfurani Wik

Uvjeti predobrade* . - i b LS SpLs "

I P [gL] | [gL?] | [gL'] | [gL7] [gL7] [gL7] [mg L] (%)
0.5% H,SO./ 0,4972
Le00C/ i 1,5094 9,1211 13164 0,2429 0,3368 0 1875

(0)
0,5% H,SO4/ 1,9225 13,0154 | 1.6827 03385 0,9567 0 278.446 0,4949
160°C/5 min

(0)
0.5% H.S04 26938 | 10,9933 | 14381 | 0,4702 0,8506 0 558,494 0,9516
170°C/5 min

(0)
0,5% HzSO4/ 21691 9,0804 1,471 1,0101 0,8802 0 906,651 0,8224
180°C/5 min

(0)
0,5% H,SO4/ 3.8056 7.3808 1,3887 1,2208 1,0274 0,0550 10016 0,9695
190°C/5 min

0,
0,5% H,SO./ 47257 4.5879 0,7585 0,9556 0,5925 0,0580 868,990 16447
200°C/5 min
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Iz rezultata sastava tekuce faze nakon kiselinske predobrade pSenicne slame vidljivo je
kako je koncentracija ksiloze ve¢a od koncentracije glukoze i arabinoze za sve primjenjene
uvjete predobrade. To je u skladu s literaturom gdje se navodi kako tijekom predobrade
razrijedenom kiselinom vec¢inom dolazi do razgradnje hemicelulozne frakcije lignocelulozne
sirovine buduc¢i da se ona lak$e hidrolizira od celuloze (Lenihan i sur., 2009; Zhang i Hu,
2014). Chandel i sur., navode kako je hidroliza razrjedenom kiselinom jednostavna i brza
metoda za dobivanje hemiceluloznog hidrolizata (Chandel i sur., 2012). Najvisa koncentracija
ksiloze koja iznosi 13,0154 g L™ odredena je pri temperaturi predobrade od 160 °C, te je
primjecen pad koncentracije ksiloze s daljnim povec¢anjem temperature. Suprotan trend
primjecéen je s koncentracijom glukoze koja s porastom temperature poprima vece vrijednosti.
Tako je najveéa koncetracija glukoze od 4,7257 g L™ zabiljeZena na najvisoj primjenjenoj
temperaturi, odnosno 200 °C. I ova pojava je u skladu s literaturom gdje je zabiljezeno kako
viSe temperature tijekom kiselinske hidrolize pogoduju hidrolizi celuloze (Saha i sur., 2002;
Sun i Cheng, 2001). Iz Tablice 6. je takoder vidljivo kako s porastom temperature dolazi i do
porasta koncentracije furana. Zamijeceni trendovi u promjeni koncentracije ksiloze i
inhibitora u skladu su s literaturom gdje se navodi kako je temperatura klju¢ni faktor koji
utjeCe na degradaciju Secera u inhibitore, te viSe primjenjene temperature rezultiraju veéim
koncentracijama inhibitora (Chandel i sur.,, 2012). Dehidracijom iz pentoza nastaje
hidroksimetilfurfural (HMF), a iz heksoza furfural (Lenihan i sur. 2009). Osim toga, pri
temperaturama predobrade od 190 °C i 200 °C doslo je do nastajanja levulinske kiseline koja
nije detektirana pri niZim temperaturama, §to objaSnjavaju literaturni navodi kako ta kiselina
nastaje u ekstremnim uvjetima visoke temperature ili dugog vremena zadrzavanja
razgradnjom HMF-a (Jonsson i Martin, 2015). Koncentracija octene kiseline kretala se u
rasponu od 0,3368 g L™ do 1,0274 g L™, a koncentracija mravlje kiseline u rasponu od 0,2429
g L™ do 1,2208 g L™. Udio lignina topivog u kiselini raste s porastom temperature, te je pri
200 °C iznosio 1,6447 %. Na temelju ovih rezultata odabran je raspon temperature od 160 do
200 °C za ispitivanje utjecaja vremena zadrzavanja na proces predobrade lignocelulozne

sirovine.
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4.2. Ispitivanje utjecaja vremena zadrZavanja (t;) na uspjesSnost procesa

predobrade lignocelulozne sirovine

U ovom poglavlju prikazani su rezultati kiselinske predobrade pSeni¢ne slame na razli¢itim
temperaturama i razli¢itim vremenima zadrzavanja (1, 5 1 10 minuta). Dobivene faze, tekuca i

Cvrsta faza, analizirani su analogno postupcima opisanim u Poglavljima 3.2.4.1 -

3.2.4.8.(Materijali i metode). Rezultati su prikazani na Slikama 14 i 15.

70 - H glukan ; ® mravlja kis.
60 H ksilan 6 H octenakis.
50 M arabinan 5 Sukupni furani
- HITK
40 - 4
%30 - 3
20 - ® 2
10 - 1
0 T 0 T T 1
0.5% 0.5% 0.5% 0,5% 0,5% 0,5%
H2S04/1  H2804/5  H2S04/10 HISO4/1 - H2804/5  H2504/10
min/160°C/  min/160°C/  min/160°CY/ a) min/160°C/  min/160°C/  min/160°C/ b)
60 1 Tgh.lkan 7 ® mravlja kis.
Bcsilan T
50 . 6 H octena kis.
 arabinan S
10 4 91TE 5 M ukupni furani
_ 4
é 30 ;\;\3
=20 - ‘;2
10 - 1
0 T T ! 0 ! !
0.5% 0.5% 0.5% 0,5% 0.5% 0.5%
H2S04/1  H2S04/5  H2S04/10 H2S04/1  H2504/5  H1S04/10
mn/180°C  min/180°C  min/180°C c) min/180°C  min/180°C  min/180°C d)
50 - H glukan 12 Hmravlja kis.
H ksilan nakis.
a0 - . 10 P
i arabinan W ylkupni firani
—~30 - HLTK 8 H [evulinska kis.
& =6
- $
=20 1 g
za
10 - 2
0 T 0 f
0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
H2804/1 H2804/5 H2S04/10 H2804/1 H2804/5 H2S04/10 f)
min/200°C min/200°C  min/200°C e) min/200°C min/200°C min/200°C

Slika 14. Maseni udjeli glukana, ksilana, arabinana, lignina topivog u kiselini (LTK), mravlje, octene i
levulinske kiseline te ukupnih furana u tekucoj fazi nakon predobrade pSeni¢ne slame s 0,5% sumpornom
kiselinom na: a) i b) 160 °C kroz 1/5/10 minuta; c) i d) 180 °C kroz 1/5/10 minuta; €) i f) 200 °C kroz 1/5/10

minuta.
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Slika 15. Maseni udjeli glukana, ksilana, arabinana i lignina netopivog u kiselini u ¢vrstoj fazi
(predobradenoj pseni¢noj slami) nakon predobrade pSeni¢ne slame s 0,5% sumpornom kiselinom na:

a) 160 °C kroz 1/5/10 minuta; b) 180 °C kroz 1/5/10 minuta; ¢) 200 °C kroz 1/5/10 minuta.
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Za ispitivanje utjecaja vremena zadrzavanja na uspjesnosti procesa predobrade pseni¢ne
slame odabran je temperaturni interval od 160 °C do 200 °C. Za provedbu procesa odabrane
su krajnje temperature intervala odnosno 160 °C i 200 °C, te srednja temperatura od 180 °C.
Za svaku temperaturu procesi su provedeni pri tri razliCita vremena zadrzavanja: 1, 51 10
minuta. I u ovom istazivanju koriStena je 0,5% sumporna kiselina. U skladu s prethodno
dobivenim rezultatima za predobradu pSeni¢ne slame uz vrijeme zadrzavanja od 5 min
koncntracija ksiloze je i na vremenima zadrzavanja od 1 i 10 minuta za sve temperature
predobrade bila veca od koncentracije glukoze i1 arabinoze. Prilikom predobrade na
temperaturi od 160 °C najvecéa koncentracija ksiloze dobivena je za vrijeme zadrZavanja od 5
minuta i iznosila je 13,02 g L™, a to odgovara masenom udjelu ksilana od 68,64 % (Slika 14.
a). S povecanjem vremena zadrzavanja na 10 minuta, koncentracija ksiloze se smanjila i
iznosi 7,64 g L. Maseni udio ksiloze u ukupnoj masi u tekuéoj fazi nakon predobrade, za te
uvjete iznosi 52,25 % (Slika 14. a). Kod predobrade na temperaturi od 180 °C koncentracija
ksiloze za vrijeme zadrzavanja od 5 minuta je iznosila 9,06 g L™, a za vrijeme zadrzavanja od
10 minuta koncentracija je bila neznatno veéa i iznosila je 9,96 g L™*. No maseni udio ksilana
je s poveéanjem vremena zadrzavanja s 5 na 10 minuta smanjen s 53,82 % na 50,75 %. Kod
predobrade na temperaturi od 200 °C koncentracija ksiloze je s porastom vremena
zadrzavanja opadala i najmanju vrijednost od 4,35 g L™ poprima za vrijeme zadrzavanja od
10 minuta. Neznatno vec¢a koncentracija ksiloze za istu temperaturu dobivena je kod vremena
zadrzavanja od 5 minuta gdje je iznosila 4,57 g L. Kao §to je ve¢ re¢eno u prethodnom
poglavlju, smanjenje koncentracije ksiloze na viSim temperaturama rezultat je njene
degradacije u inhibitore (HMF). Pad koncentracije ksiloze s pove¢anjem vremena zadrzavanja
je takoder u skladu s literaturnim podatcima. U radu autora Djioleu i Carrie navodi se kako
koncentracija ksiloze opada ne samo s porastom temperature, ve¢ i s poveéanjem vremena
zadrzavanja (s 10 na 20 minuta) pri ¢emu dolazi do smanjenja njene koncentracije s 13,9 g L™
na gotovo 0 g L* (Djioleu i Carrie, 2016). To je pripisano degradaciji ksiloze u
hidroksimetilfurfural. NajviSe koncentracije furana (hidrolksimetilfurfural 1 furfural) su za
temperature predobrade od 160 °C i 180 °C dobivene uz vrijeme zadrzavanja 5 minuta.
Ocekivano je kako ¢e povecanjem vremena zadrzavanja na 10 minuta koncentracija furana
uslijed razgradnje ksiloze i1 glukoze biti jo§ veca, no rezultati pokazuju pad njihove
koncentracije. Za 160 °C je s poveéanjem vremena zadrzavanja s 5 na 10 minuta
koncentracija smanjena za 72,23 % (s 278,45 mg L™ na 77, 32 mg L™), a za temperaturu od
180 °C za 75,17 % (s 906,65 na 225,16 mg L™). Na Slici 14. vidljivo je smanjenje masenog

udjela furana s povecanjem vremena zadrzavanja za navedene temperature predobrade.
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Literatura navodi kako u ekstremnim uvjetima kao $to su visoka temperatura, ali i duze
vrijeme zadrzavanja dolazi do razgradnje HMF-a i furfurala u levulinsku i mravlju kiselinu
(Jonsson 1 Martin, 2015; Djioleu i Carrie, 2016). To je i moguce objasnjenje primjecenog
trenda promjene koncentracije ukupnih furana budu¢i da je s poveanjem vremena
zadrzavanja doSlo do povecanja koncentracije mravlje kiseline za sve primjenjene
temperature predobrade. Najveca koncentracija mravlje kiseline zabiljeZzena je pri vremenu
zadrzavanja od 10 minuta i iznosila je 0,59 g L™ za temperaturu od 160 °C, 1,01 g L™ za
temperaturu od 180 °C i za 200 °C iznosila je 1,49 g L™. Iz ovoga je takoder vidljivo kako
koncentracija mravlje kiseline te njen maseni udio u masi teku¢e faze nakon predobrade se
povecava i s povecanjem temperature. Najvec¢i maseni udio mravlje kiseline iznosio je 10,37
%, a postignut je pri uvjetima od 200 °C i t, od 10 minuta (Slika 14. f)). Osim toga, na
najviSoj temperaturi predobrade od 200 °C detektirana je i levulinska kiselina. Njena
koncentracija je kod vremena zadrzavanja od 5 minuta iznosila 0,06 g L™* (maseni udio u tek.
fazi = 0,39 %), a maksimalna koncentracija je postignuta na vremenu zadrzavanja od 10
minuta i iznosila je 0,08 g L™ (maseni udio u tek. fazi = 0,57 %). Na ostalim primjenjenim
uvjetima predobrade analizom sastava dobivene tekuce faze nije utvrdeno prisustvo
levulinske kiseline te stoga njen maseni udio nije prikazan na Slici 14. osim za predobradu na
200 °C. Iako primjena visih temperatura rezultira manjom koncentracijom furana, visa
temperatura dovodi 1 do manje ukupne koli¢ine Secera u hidrolizatu. Najve¢a ukupna masa
Sedera (glukoza, ksiloza i arabinoza) je postignuta prilikom predobrade na 180 °C uz vrijeme
zadrzavanja od 10 minuta 1 iznosila je 93,93 g (koncentracija-15,2 g L. Daljnje povecanje
temperature na 200 °C daje najveéu masu Secera od 79,67 g (koncentracija-13,28 g L™) koja
je postignuta kod vremena zadrzavanja od 1 minute. Stoga je potrebno pronaci uvjete u
kojima ¢e se posti¢i adekvatan omjer Secera i inhibitora kako bi proizvodnja etanola bila Sto
uspjesnija, uz $to manju inhibiciju radnog mikororganizma. Budu¢i da octena kiselina nastaje
hidrolizom acetilnih grupa hemiceluloze, ocekivano je da ¢e najveca koli¢ina octene kiseline
nastati u uvjetima u kojima je nastalo 1 najviSe ksilana. Iz sastava sirovine proizlazi kako u
500 g suhe tvari ima 105,3 g ksilana (21,06 %) (Tablica 5.). Najveca masa ksilana u tekucoj
fazi nakon predobrade na 160 °C iznosila je 69,64 g, a postignuta kod vremena zadrzavanja od
5 minuta. Pri tom vremenu zadrzavanja je takoder postignuta i najveca koncentracija octene
kiseline od 0,96 g L™ ( koncentracija je za t,=1 minutu iznosila 0,43 g L™, a za t,= 10 min
0,56 g L'l) 1 najveca vrijednost masenog udjela octene kiseline od 5,74 %. Najveca masa
ksilana u tekuéoj fazi nakon predobrade na temperaturi od 180 °C je postignuta za vrijeme

zadrzavanja od 10 minuta (54,15 g), te je tu postignuta i maksimalna konc. octene kiseline od
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1,08 g L™ ( koncentracija je za t,=1 minutu iznosila 0,77 g L™, a za t,= 5 min 0,88 g L™) i
najvec¢i maseni udio octene kiseline u tekucoj fazi od 6,23 %. Kod predobrade na temperaturi
od 200 °C najveéa masa ksilana dobivena je za vrijeme zadrzavanja od 1 minute, a tu je
zapaZena i najve¢a koncentracija octene kiseline od 1,08 g L™ ( koncentracija je za t,=5
minutu iznosila 0,59 g L™, a za t,= 10 min 1,02 g L™). Kod temperature predobrade od 200 °C
najve¢i maseni udio octene kiseline je dobiven kod vremena zadrzavanja od 10 minuta i
iznosi 7,14 %, te je nesto veci od udjela dobivenog kod vremena zadrzavanja od 1 minute
gdje iznosi 6,95 %. Uz ksilozu drugi najzastupljeniji fermentabilni Secer prisutan u tekucoj
fazi nakon kiselinske predobrade psSeni¢ne slame je glukoza. Ve¢ je u prethodnom poglavlju
navedeno kako koncentracija glukoze raste s porastom temperature, a takvi rezultati su
dobiveni i u ovom eksperimentu za sva vremena zadrzavanja. Osim toga, na svakoj pojedinoj
temperaturi je primjeeno povecanje koncentracije glukoze s povecanjem vremena
zadrZavanja Sto je takoder u skladu s literaturom. U radu Djioleu i Carrie navodi se kako je
predobradom na 180 °C doslo do porasta koncentracije glukoze s 1,5 na 11,2 g L s
povecanjem vremena zadrzavanja s 10 na 30 minuta. Tako su maksimalne koncentracije
glukoze u ovom radu postignute kod vremena zadrzavanja od 10 minuta i iznosile su: 2,24 g
L za 160 °C, 3,52 g L™ za 180 °C i 4, 84 g L™ za 200 °C. Na temperaturi od 200 °C je
postignut najvec¢i maseni udio glukana u tekuéoj fazi nakon predobrade i on je iznosio 30,42
%. Povecanje masenog udjela glukana u tekucoj fazi s povecanjem vremena zadrzavanja
takoder objasnjava zasto je kod predobrade na 180 °C s vremenom zadrzavanja od 10 minuta
unato¢ vecoj koncentraciji ksiloze u tekucoj fazi, doSlo do blagog pada masenog udjela
ksilana u istoj. Osim glukoze 1 ksiloze u hidrolizatima dobivenim predobradom pSeni¢ne
slame prisutna je u malim koncentracijama i arabinoza. Koncentracije arabinoze i maseni
udjeli arabinana u tekucoj fazi neznatno su varirali s promjenom vremena zadrZavanja pri
svim temperaturama. Pri temperaturi od 160 °C koncentracija je varirala od 1,20 do 1,68 g L™,
a najveca koncentracija je odredena za vrijeme zadrZzavanja od 5 minuta. Najve¢i maseni udio
arabinana za temperaturu od 160 °C je odreden za vrijeme zadrzavanja od 1 minutu i iznosio
je 12,21 %. Objasnjenje za neslaganje maksimalne koncentracije i maksimalnog masenog
udjela arabinana pri predtretmanima na 160 °C je u tome §to je na nizoj temperaturi s
povecanjem vremena zadrzavanja znaajnija promjena u koncentraciji suhe tvari u
hidrolizatu. Pove¢anjem vremena zadrzavanja s 1 na 5 minuta masa u tekucoj fazi se povecala
s 58,78 g na 101,63 g (odnosno postotak mase suhe tvari orig. sirovine u tekucoj fazi je
povecan s 11 % na 20 %) . Maseni udio se racuna kao omjer mase arabinana i ukupne mase u

hidrolizatu i1 budu¢i da je koncentracija arabinoze neznatno varirala njen udio je veéi na
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kra¢em vremenu zadrzavanja gdje je ukupna masa manja. Kod visih temperatura promjene u
ukupnoj masi komponenata u hidrolizatu nisu bile toliko izraZzene kao na 160 °C (postotak
mase suhe tvari sirovine koji je otpusten u tekucu fazu se kretao u rasponu od 15 % do 20 %).
Najvecéa koncentracija arabinoze od 1,72 g L™ i maseni udio arabinana od 8,93 % su
postignuti na temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 minuta. Koncentracija
arabinoze od 1,51 g L™ kao i maseni udio od 8,72 % su maksimalne vrijednosti postignute na

200 °C i to na vremenu zadrzavanja od 1 minutu.

Dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom krutog dijela dobivenog nakon predobrade
pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pomocu sumporne kiseline (poglavlje 3.2.4.2.,
Materijali i metode) utvrden je njen sastav nakon predobrade. Rezultati su prikazani na Slici
15. Najveéi udio u ukupnoj masi predobradene pSeni¢ne slame na svim primjenjenim
uvjetima predobrade otpada na glukan. To je u skladu s literaturnim navodima prema kojima
se kiselinskom predobradom uglavnom degradira hemiceluloza (Lenihan i sur., 2009; Zhang i
Hu, 2014; Chandel i1 sur., 2012). Unato¢ vecoj koli¢ini glukana u tekucoj fazi nakon
predobrade s povecanjem vremena zadrzavanja, udio glukana u predobradenoj pSenicnoj
slami takoder se povecava s povecanjem vremena zadrzavanja. Razlog tomu je §to s duzim
vremenom zadrzavanja dolazi i do veée razgradnje hemiceluloze, te se posljedi¢no tome udio
glukana u obradenoj sirovini povecava. Najve¢i udio glukana u pSeni¢noj slami
predobradenoj sumpornom kiselinom postignut je pri uvjetima od 160 °C i vremenu
zadrzavanja od 10 minuta te iznosi 51,82 % (Slika 15. a). Taj udio je vrlo sli¢an udjelu
glukana u neobradenoj pSenicnoj slami koji iznosi 51,93 % (Tablica 5.), §to upucuje kako se
glukan nije razgradio tijekom predobrade. No budu¢i da je pri tim uvjetima u tekucoj fazi
odreden glukan u masenom udjelu od 15,67 % upucuje na to da se zapravo radi o prividnom
povecanju udjela glukana zbog znacajne razgradnje hemiceluloze koja rezultira masenim
udjelom ksilana u predobradenoj slami od 9,77 %. Time je udio ksilana smanjen za vise od 50
% pocetne vrijednosti, budu¢i da udio istog u neobradenoj sirovini iznosi 21,06 % (Tablica
5.). Takoder je udio ukupnog lignina u slami predobradenoj pri navedenim uvjetima prividno
povecan s 16,12 % (originalna sirovina) na 22,17 %. Kod predobrade pSeni¢ne slame na 180
°C najveé¢i maseni udio glukana je ostvaren kod vremena zadrzavanja od 1 minute i iznosi
38,82 %. Nesto manji udio glukana od 32,45 % je postignut s vremenom zadrzavanja od 10
minuta, pri kojem je maseni udio ksilana iznosio 0 % (Slika 15. b). To je u skladu s sastavom
tekuce faze u kojoj je u ovim uvjetima predobrade dobivena najveca koli¢ina Secera (21,73 g

glukoze i 61,54 g ksiloze i 10,66 g arabinoze). U slami predobradenoj na 180 °C je takoder
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doslo do prividnog povecanja udjela lignina koji se kretao od 31 do 33,39 %. Predobradom na
200 °C maseni udio glukana je varirao u rasponu od 47,42 % do 51,07 %, a maksimalna
vrijednost je postignuta s vremenom zadrzavanja od 10 minuta. Pri istom vremenu
zadrzavanja postignut je 1 najmanji maseni udio ksilana od 5,83 % za temperaturu predobrade
od 200 °C. Maseni udio ukupnog lignina na 200 °C je iznosio 31,92 % za sva tri vremena
zadrzavanja. Budu¢i da u pSeni¢noj slami predobradenoj kiselinom zaostaju znatne koli¢ine
glukana, takva predobradena sirovina bi se mogla iskoristiti za enzimsku hidrolizu kako bi se
sirovina maksimalno iskoristila. Sastavi kiselinom predobradene psSeni¢ne slame su u skladu s
literaturom u kojoj se navodi kako se razgradnjom hemiceluloze kiselinskom predobradom
degradira lignocelulozna struktura (Zhu i sur., 2009) $to rezultira povecanom dostupnoséu
celuloze enzimima i posljedi¢no tome povecanom razgradljivoséu sirovine (Chandel i sur.,
2012; Zhang i Hu, 2014). Na temelju rezultata sastava hidrolizata dobivenih predobradom
pSeni¢ne slame odabrani su hidrolizati koji ¢e se Koristiti za uzgoj kvasca S. cerevisae i
proizvodnju etanola. Za uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae odabrani su hidrolizati
dobiveni predobradom s 0,5 % sumpornom kiselinom na 180 °C kroz 1 minutu (23,64 g
glukoze i 56,00 g ksiloze) i 200 °C kroz 5 minuta (22,68 g glukoze i 21,93 g ksiloze). Za
uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 odabrani su hidrolizati dobiveni predobradom pSeni¢ne
slame s 0,5 % sumpornom kiselinom uz vrijeme zadrzavanja od 10 minuta na 160 °C ( 13,22
g glukoze i 45,05 g ksiloze), 180 °C (21,73 g glukoze i 61,54 g ksiloze) i 200 °C (27,80 g
glukoze i 25,00 g ksiloze).

4.3.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae i proizvodnja etanola na hidrolizatima
dobivenim Kkiselinskom predobradom pSeni¢ne slame u Erlenmeyerovim
tikvicama

U ovom dijelu istraZzivanja proucavan je anaeroban uzgoj kvasca S. cerevisiae na
hidrolizatu pSeni¢ne slame. Sastav hidrolizata je prikazan u Poglavlju 4.2. Za proizvodnju
etanola na lignoceluloznim hidrolizatima dobivenim kiselinskom predobradom koriStena su
dva soja kvasca S. cerevisiae: (1) divlji soj i (2) soj Y9 kako je opisano u Poglavlju 3.2.3.1.
Istrazivanja su najprije provedena u manjem mjerilu odnosno u Erlenmeyer-ovoj tikvici kako
bi se ispitala podobnost ovakvih hidrolizata za proizvodnju etanola pomoc¢u ovih sojeva

kvasac u vecem mjerilu. Rezultati uzgoja prikazani su u Poglavljima 4.3.1. 1 4.3.2.
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4.3.1. Anaerobni uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae u Erlemeyer tikvici

U ovom poglavlju prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S. cerevisiae
na hidrolizatima dobivenim kiselinskom predobradom pseni¢ne slame. Sastav hidrolizata
koristenih za proces proizvodnje etanola pomocu ovog soja kvasca prikazan je u Tablici 7.
Hidrolizati su pripremljeni za uzgoj na nacin opisan u Poglavlju 3.1.4.4., a proces alkoholnog
vrenja pra¢en je na nacin opisan u Poglavlju 3.2.3.3. (Materijali i metode). Rezultati su
prikazani graficki na Slikama 16., 17. i 18. Pokazatelji uspjeSnosti izraunati prema

jednadzbama iz Poglavlja 3.2.7. prikazani su u Tablici 9.

Tablica 7. Sastav hidrolizata koriStenih za uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae

Uvjeti pri kojima su 0,5% H,S04/180 °C/1 min | 0,5% H»S0,/200 °C/5 min
dobiveni hirolizati - -
gL™® g gL” g
Glukoza 2,08 0,5198 5,69 1,4225
Ksiloza 5,10 1,2750 4,38 1,0950
Arabinoza 1,49 0,3725 0,76 0,1900
Furani 0,25 0,0625 0,80 0,2000

Za uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae odabrani su hidrolizati dobiveni kiselinskom
predobradom p3eni¢ne slame na 180 °C kroz 1 minutu i 200 °C kroz 5 minuta. Prethodno
provedenim istraZivanjem u sklopu ve¢ navedenog projekta dokazalo se da divlji soj kvasca S.
cerevisiae ima sposobnost metaboliziranja glukoze i proizvodnje etanola u anaerobnim
uvjetima (Musak, 2016). Budu¢i da divlji soj kvasca nema sposobnost metaboliziranja ksiloze
1 arabinoze odabrani su hidrolizati u kojima su dobivene vece koncentracije glukoze.
Hidrolizat dobiven predobradom na 180 °C uz vrijeme zadrzavanja od 1 minutu odabran je
buduéi da je u tim uvjetima dobivena najvec¢a koncentracija glukoze (3,52 g L™) u odnosu na
sve pretretmane provedene pri temperaturi od 160 °C (max. konc.= 2,24 g L™, te su pri tom
vremenu zadrzavanja dobivene najmanje koncentracije inhibitora (u usporedbi sva tri
vremena zadrzavanja). Prilikom predobrade na temperaturi od 200 °C najveéa koncentracija je
dobivena uz vrijeme zadrzavanja od 10 minuta, ali je ta koncentracija neznatno veca od one
dobivene uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta, svega 0,11 g L™ odnosno 2,27 % visa (ako se

max. konc. uzme kao referentna). Uzevsi to u obzir odabran je hidrolizat dobiven
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predobradom uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta budu¢i da sadrzi manje koncentracije
mravlje i octene kiseline (0,96 g L™ mravlje i 0,59 g L™ octene kiseline u odnosu na 1,49 g L™
mravlje i 1,02 g L™ octene kiseline). Hranjive podloge su pripremljene kako je opisano u

poglavlju 3.1.4.4. Rezultati uzgoja su prikazani na Slikama 16.-18.
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Slika 16. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola odnosno ODgy tijekom
anaerobnog uzgoja divljeg soja S. cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne
slame (predobrada na 180 °C i zadrzavanju od 1 minute) tijekom uzgoja u Erlemeyer

tikvici
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Slika 17. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola odnosno ODggg tijekom
anaerobnog uzgoja divljeg soja S. cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne
slame (predobrada na 200 °C i zadrzavanju od 5 minuta) tijekom uzgoja u Erlenmeyer tikvici
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Slika 18. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja divljeg soja S.
cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame (predobrada na 180 °C i
zadrzavanju od 1 minutu i 200 °C i zadrzavanje od 5 minuta) u Erlenmeyer tikvicama
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Iz promjene koncentracije glukoze i ksiloze prikazane na Slici 16. tijekom uzgoja na
hidrolizatu dobivenom predobradom pseni¢ne slame na 180 °C kroz 1 minutu vidljivo je kako
tijekom prvih 10 sati uzgoja nema znacajnijih promjena koncentracije glukoze niti ksiloze.
Izostanak rasta divljeg soja kvasca S. cerevisiae tijekom tog razdoblja potvrduju i vrijednosti
apsorbancije na 600 nm koje se nisu znacajnije mijenjale. Sukladno tome u prvih 10 sati
uzgoja nije doslo ni do proizvodnje etanola Sto je vidljivo iz krivulje promjene koncentracije
etanola na Slici 16. Pocetna koncentracija etanola odredena u nultom satu moze se objasniti
dodatkom etanola prilikom inokulacije podloga budu¢i da tijekom uzgoja inokuluma dolazi
do sinteze etanola. Od 10. do 24. sata uzgoja doslo je do potpune potrosnje 2,0792 g L™
(0,5198 g) glukoze, pri cemu je takoder primjecen i blagi porast koncentracije etanola te je
tijekom procesa ostvaren prinos etanola od 0,1174 g L™ (0,0295 g). Stupanj konverzije
supstrata u proizvod, (Y ys) odnosno etanol iznosi 0,05647 g g™. Teorijski stupanj konverzije
glukoze u etanol iznosi 0,51 g g™* (Kang i sur., 2014; Okamoto i sur., 2014), a buduéi da divlji
soj kvasca S. cerevisiae nema sposobnost fermentiranja ksiloze, teoretska efikasnost procesa
proizvodnje etanola na kiselinskom hidrolizatu p$eni¢ne slame (180 °C; 1 minute) iznosi
11,032 %. Pokazatelji uspjesnosti procesa navedeni su u Tablici 9., a izraCunati su prema
jednadzbama navedenim u Poglavlju 3.2.7. (Materijali i metode). Promjena broja Stanica
kvasca tijekom uzgoja takoder je u skladu s rezultatima potro$nje glukoze i proizvodnje
etanola. Iz krivulje je vidljiv pad broja stanica kvasca nakon inokulacije (s 6,18 CFU mL™ na
5,08 CFU mL™), te blagi rast od 5. do 10. sata uzgoja gdje je zabiljezena vrijednost od 5,24
CFU mL™. Rast krivulje promjene broja stanica kvasaca se nastavlja do 24. sata uzgoja te je u
24. satu zabiljezena vrijednost od 5,65 CFU mL™. Kod uzgoja divljeg soja S. cerevisiae na
hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenog kiselinskom predobradom na 200 °C kroz 5 minuta
zabiljezen je slian trend promjene broja stanica. Naime, broj stanica kvasca u prvih je 5 sati
uzgoja ima tendenciju pada (s 5,35 CFU mL™ u nultom satu na 5,08 CFU mL™ u 5. satu),
nakon Cega je zabiljezen blagi porast broja stanica (Slika 18.). Najveca koncentracija stanica
je zabiljeZzena u devetom satu uzgoja i iznosila je 5,27 CFU mL™. Ovi rezultati upucuju kako
je rast divljeg soja kvasca S. cerevisiae na hidrolizatima pSeni¢ne slame predobradene
sumpornom kiselinom inhibiran. Kao S§to je ve¢ spomenuto tijekom predobrade
lignocelulozne sirovine nastaju razli€iti inhibitori uslijed razgradnje Sefera uzrokovane
visokim temperaturama (Jonnson i Martin, 2015). Takoder rezultati prethodno provedenih
istrazivanja s divljim sojem kvasca pokazuju kako koncentracije furfurala ve¢e od 0,5 g Lt
znacajno utjecu na rast biomase kvasca (Musak, 2016). Rezultati istog istrazivanja takoder

ukazuju na produzenje lag faze rasta tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevisiae na hidrolizatima
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S prisutnos¢u furfurala (Musak, 2016). Osim toga, furfural inhibitorno djeluje na aktivnost
enzima alkohol dehidrogenaze, aldehid dehidrogenaze i piruvat dehidrogenaze te na taj nacin
utjee na sintezu etanola (Modig i sur., 2002). Smanjenje broja stanica kvasca S. cerevisiae
tijekom prvih 5 sati uzgoja na oba hidrolizata moze se objasniti produzenom logaritamskom
fazom rasta tijekom koje se mikroorganizam prilagodava na uvjete u hranjivoj podlozi iako je
koncentracija furana (furfural i hidroksimetilfurfural) manja od 0,5 g L™. Naime, furfural je
samo jedan od inhibitora koji nastaju tijekom kiselinske predobrade pSeni¢ne slame. Uz
furfural 1 hidroksimetilfurfural prisutne su i kiseline kao $to su octena, mravlja i levulinska, te
je zajednicko inhibitorno djelovanje svih prisutnih inhibitora uzrok usporenom rastu kvasca S.
cerevisiae, malom prinosu etanola i posljedi¢no tome maloj efikasnosti bioprocesa. U procesu
proizvodnije etanola na hidrolizatu dobivenom predobradom na 200 °C i 5 minuta, kao $to je
vidljivo na Slici 17. glukoza nije u potpunosti utroiena. Utroeno je 1,1632 g L™ (0,2908 g)
glukoze, a proizvedeno je 0,6648 g L™ (0,1662 g) etanola. Stoga proizlazi kako stupan;
konverzije (Yys) iznosi 0,5715 g g? sto je 12,06 % veée od teoretskog stupnja konverzije
glukoze u etanol koji kako je veé navedeno, iznosi 0,51 g g*. Budu¢i da je to nemoguée,
moze se zakljuciti kako je doslo do pogreSke tijekom uzorkovanja i analize uzorka. Ako bi
zanemarili zadnju toc¢ku, odnosno rezultat dobiven u 24. satu uzgoja i izracunali koeficijente
uspjesnosti za prvih 9 sati uzgoja, stupanj koverzije iznosi 0,1782 g g™, a efikasnost procesa
34,82 %. Rezultati ovog dijela istrazivanja upucuju da iako je prisutna inhibicija rasta I
sinteze etanola, divlji soj Saccharomyces cerevisiae ima sposobnost proizvodnje etanola na

hidrolizatima pSeni¢ne slame.

4.3.2. Anarobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 u Erlenmeyer tikvici na
kontrolnim podlogama

U ovom poglavlju prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisiae soj Y9 na
kontrolnim podlogama koje su pripremljene na nacin opisan u Poglavlju 3.1.4.3. (Materijali i
metode). Proces alkoholne fermentacije pracen je na nacin opisan u Poglavlju 3.2.3.3.

Rezultati su prikazani graficki na Slikama 19.-22.
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Slika 19. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze etanola odnosno ODggo tijekom
anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisiae,soja Y9 na kontrolnoj hranjivoj podlozi s glukozom i
ksilozom
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Slika 20. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja uzgoja kvasca S.
cerevisiae,soja Y9 na kontrolnoj hranjivoj podlozi s glukozom i ksilozom
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Rezultati i rasprava

Kvasac S. cerevisiae soj Y9 je soj kvasca modificiran metodama genetickog inzenjerstva
kako bi uz sposobnost metaboliziranja glukoze imao i sposobnost metaboliziranja ksiloze.
Kako bi se to potvrdilo, proveden je uzgoj ovog soja kvasca na dvije kontrolne podloge.
Uzgojem na prvoj kontrolnoj podlozi ispitivana je sposobnost kvasca da metabolizira ksilozu
u prisustvu glukoze. U tu svrhu korisStena je podloga koja je sadrzavala i glukozu i ksilozu.
Tijek anaerobnog uzgoja na ovoj kontrolnoj podlozi prikazan je na Slikama 19. i 20. iz kojih
je vidljivo kako je tijekom uzgoja na ovoj kontrolnoj podlozi doslo je do potpune potros$nje
glukoze nakon 6 sati uzgoja. Ukupno je utroSeno 7,2824 g L™ glukoze (1,8206 g). Ksiloza
nije u potpunosti potrogena te je utroseno ukupno 3,8372 g L™ (0,9593 g) ksiloze. Ukupno je
utroseno 2,7799 g supstrata (glukoze i ksiloze). Tijekom anaerobnog uzgoja doslo je do
sinteze etanola te je prinos produkta iznosio 1,686 g L™ (0,4215 g) (Tablica 9.) §to je 20,38 %
od makismalne moguce koli¢ine etanola koja bi se proizvela uz potpunu potros$nju glukoze i
ksiloze, a koja iznosi 2,0679 g. 1z proizvodnje etanola i utroska Secera proizlazi kako stupanj
koverzije supstrata u etanol tijekom uzgoja na ovoj kontrolnoj podlozi iznosi 0,1516 g g™, a
efikasnost 29,62 %. Promjena broja stanica kvasca tijekom uzgoja potvrduje rast soja ovoga
kvasca na kontrolnoj podlozi i u skladu je s dinamikom potro$nje Seéera iz podloge (Slika
20.). Produktivnost procesa iznosi 0,0703 g L™ h™’. Pokazatelji uspjesnosti procesa prikazani

su u Tablici 9.
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Slika 21. Promjena koncentracije ksiloze i etanola odnosno ODggg tijekom anaerobnog uzgoja

kvasca S. cerevisiae,soja Y9 na kontrolnoj hranjivoj podlozi s ksilozom
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Slika 22. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja kvasca S.
cerevisiae, soja Y9 na kontrolnoj hranjivoj podlozi s ksilozom

Kako bi se istrazila moguénost rasta ovog soja kvasca samo na ksilozi proveden je uzgoj na
kontrolnoj podlozi koja je sadrzavala samo ksilozu. Parametri praceni tijekom uzgoja
prikazani su na Slikama 21. i 22. 1z promjene koncentracije ksiloze vidljivo je kako ksiloza
nije u potpunosti utrofena. Utrosak supstrata iznosio je 1,2756 g L™ (0,3189 g) ksiloze
ukupno, a proizvedeno je 0,4876 g L™ (0,1219 g) etanola. Iz tih podataka proizlazi kako je
stupanj konverzije ksiloze u etanol 0,3822 g g, sto je 74,95 % od maksimalnog teoretskog
stupnja konverzije koji iznosi 0,51 g g™. Postignuta efikasnost (74,95 %) je veéa od one
postignute kod uzgoja na kontrolnoj podlozi s glukozom i ksilozom (29,62 %). 1z pocetnih 2,5
g ksiloze u kontrolnoj podlozi teoretski je moguée proizvesti 1,275 g etanola. Sto znadi da
koli¢ina proizvedenog etanola iznosi svega 9,56 % od maksimalne mase etanola.
Produktivnost procesa proizvodnje etanola na kontrolnoj podlozi s ksilozom iznosi 0,0203 g
L™ h* te je manja od produktivnosti postignute kod proizvodnje etanola na kontrolnoj podlozi
koja je uz ksilozu sadrzavala i glukozu (0,0703 g L™ h™). Iz promjene broja stanica kvasca
vidljivo je kako je tijekom anaerobnog uzgoja dosSlo do rasta te je broj stanica s pocetnih
7,0043 CFU mL™ porastao na 7,6508 CFU ml™. Pad broja stanica u 7 satu se moZe objasniti

analitickom pogreskom.
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Rezultati i rasprava

4.3.3. Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 u Erlenmeyer tikvicama na
hidrolizatima pSeni¢ne slame

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca S. cerevisiae soj Y9 na
hidrolizatima dobivenim predobradom pSeni¢ne slame s 0,5 % sumpornom kiselinom.
Hidrolizati su pripremljeni za uzgoj na nac¢in opisan u Poglavlju 3.1.4.4., a nadzor alkoholnog
vrenja proveden je pracenjem parametara kako je opisano u Poglavlju 3.2.3.3. Rezultati su
prikazani na Slikama 23.-28.. Pokazatelji uspjeSnosti procesa izraCunati su prema

jednadzbama navedenim u Poglavlju 3.2.7. i prikazani u Tablici 9.

Nakon potvrde sposobnosti soja kvasca Y9 da raste i proizvodi etanol metabolizirajuci
glukozu 1 ksilozu, proveden je njegov uzgoj na hidrolizatima pSeni¢ne slame dobivenim
njenom kiselinskom predobradom. Budu¢i da ovaj soj kvasca za razliku od divljeg soja, ima
sposobnost troSenja ksiloze 1 glukoze, odabrani su hidrolizati koji sadrze $to vise
koncentracije oba $eéera. Za svaku temperaturu predobrade (160, 180 i 200 °C) odabrani su
hidrolizati dobiveni uz najduze primijenjeno vrijeme zadrzavanja, buduci da su u tim uvjetima
dobivene najvise koncentracije Secera (t;=10 min). Sastav hidrolizata koriStenih u ovom dijelu

istrazivanja prikazan je u Tablici 8.

Tablica 8. Sastav hidrolizata koriStenih za proizvodnju etanola

Uvjeti pri kojima su 0,5% H,SO,/ 0,5% H,SO,/ 0,5% H,SO,4/
dobiveni hirolizati 160 °C/10 min 180 °C/10 min | 200 °C/10 min
gL g gL” g gL™ | g
Glukoza 2,1904 | 0,5476 | 3,114 | 0,7785 | 2,5964 | 0,6491
Ksiloza 7,7724 | 1,9431 |9,8732 | 2,4683 | 3,6888 | 0,9222
Arabinoza 1,56 0,39 1,72 0,43 1,14 0,285
Furani 0,3668 | 0,0917 |0,5048 | 0,1262 | 0,8444 | 0,2111

54



Rezultati i rasprava

4.3.3.1.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 na hidrolizatu dobivenom
kiselinskom predobradom s 0,5% sumpornom kiselinom pri 160 °C kroz
10 minuta
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Slika 23. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etano

la odnosno OD600 tijekom

anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame

(predobrada na 160 °C i zadrzavanju od 10 minuta) u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 24. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom

anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj

Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame (predobrada na 160 °C kroz 10 minuta)

u Erlenmeyer tikvici
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Rezultati i rasprava

Iz promjene koncentracije glukoze prikazane na Slici 23. vidljivo je kako je do potpune
potros$nje glukoze doslo u 10. satu uzgoja. Ksiloza nije u potpunosti potrosena no, njena se
koncnetracija od 7,773 g L™ odredene u nultom satu tijekom vremena smanjivala te je u 10.
satu iznosila 6,127 g L™ . Koncentracija ksiloze odredena u 24. satu uzgoja nesto je veéa od
koncentracije za 10. sat, a moguce objasnjenje je smanjenje volumena hranjive podloge
uslijed isparavanja (uzgoj je voden na 30 °C) te pogreske prilikom pripreme uzorka za analizu
HPLC-om. Ukupno je utroseno 0,5476 g glukoze i 0,4473 g ksiloze tijekom uzgoja, a ukupni
utroSak supstrata iznosi 0,9949 g. Krivulja promjene koncentracije etanola pokazuje kako je
tijekom uzgoja doslo do sinteze etanola. Tijekom bioprocesa sintetizirano je 0,6332 g L?
(0,1583 g) etanola. Buduc¢i da bi se potpunim utroskom glukoze i ksiloze proizvelo 1,2703 g
etanola, ostvareni prinos etanola ¢ini 12,46 % maksimalne koli¢ine etanola. Stupanj
konverzije supstrata u etanol iznosi 0,1591 g g* (Tablica 9.), a uz teoretski stupanj konverzije
od 0,51 g g™, ostvarena efikasnost u procesu proizvodnje etanola na hidrolizatu dobivenom
predobradom slame na 160 °C kroz 10 minuta iznosi 31,19%. Tijekom procesa vrijednost
apsorbancije na 600 nm se povecavala, a rast stanica kvasca potvrduje i promjena broja
stanica prikazana na Slici 24. Iz krivulje promjene broja stanica moZe se uociti faza
prilagodbe koja je trajala prva dva sata uzgoja nakon koje slijedi eksponencijalna faza rasta
koja se nastavlja do 5 sata uzgoja. Ova pojava posljedica je potro$nje glukoze, a kada se ona u
potpunosti utrosi dolazi do znacajnog usporavanja rasta kvasca, odnosno prilagodbe njegovog
metabolizma za potroSnju ksiloze. Zbog prethodno navedenog dolazi do smanjenja broja

stanica kvasca S. cerevisiae soj Y9 nakon 5. sata uzgoja (Slika 24.).
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Rezultati i rasprava

4.3.3.2.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 na hidrolizatu dobivenom
kiselinskom predobradom s 0,5% sumpornom Kiselinom pri 180 °C kroz

10 minuta
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Slika 25. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola odnosno OD600 tijekom
anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame

(predobrada na 180 °C i zadrzavanju od 10 minuta) u Erlenmeyer tikvici
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Slika 26. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj

Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame (predobrada na 180 °C kroz 10 minuta)
u Erlenmeyer tikvici
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Rezultati i rasprava

Tijekom uzgoja na hidrolizatu dobivenom predobradom pSeni¢ne slame s 0,5 % sumpornom
kiselinom na 180 °C uz vrijeme zadrzavanja od 10 minuta dobivena je najveéa efikasnost
procesa izmedu sva tri uzgoja kvasca soja Y9 na lignoceluloznim hidrolizatima i ona iznosi
43,25 %. Do potpune potrosnje glukoze doslo je u 5. satu uzgoja, a tijekom uzgoja se
koncentracija ksiloze smanjila s 9,873 g L™ na 8,056 g L™. Ukupno je utoseno 4,9315 g L™
(1,2329 g) supstrata, od Cega 3,1139 g L™ (0,7785 g) otpada na glukozu, a 1,8176 g L™
(0,4545 g) na ksilozu. Iz krivulje promjene koncentracije etanola vidljivo je da je tijekom
uzgoja doslo do sinteze etanola te je postignut prinos produkta od 1,0876 g L? (0,2719 g)
etanola (Slika 25.). Postignuti prinos produkta iznosi 16,42 % od maksimalne koli¢ine
produkta kojeg je moguce proizvesti iz SeCera prisutnog u hidrolizatu. Stupanj koverzije
supstrata u etanol za proces proizvodnje na ovom hidrolizatu iznosi 0,2206 g g, a to je 43,25
% od teorijskog stupnja konverzije (0,51 g g™*). Produktivnost procesa uzgoja i proizvodnje
etanola na ovom hidrolizatu iznosi 0,045 g L™ h™* (Tablica 9.). Tijekom uzgoja apsorbancija
na 600 nm se takoder povecavala §to upucuje na rast stanica kvasca. Na rast kvasca tijekom
uzgoja na ovom hidrolizatu upucéuje i promjena broja stanica koja je prikazana na Slici 26. 1z
krivulje je vidljivo kako je rast broja stanica kvasca zabiljezen sve do 8. sata uzgoja nakon
Cega slijedi blagi pad broja stanica kvasca u 10. satu uzgoja koji se nastavlja sve do kraja
bioprocesa. 1z krvulje se takoder moze primjetiti faza prilagodbe koja je trajala kroz prva dva
sata uzgoja, na koju se do osmog sata uzgoja nastavlja eksponencijalna faza rasta. Od 8. do
24. sata uzgoja iz pada broja stanica kvasca moze se zakljuciti da je kvasac usao u stacionarnu

fazu.
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Rezultati i rasprava

4.3.3.3.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 na hidrolizatu dobivenom
kiselinskom predobradom s 0,5% sumpornom Kiselinom pri 200 °C kroz
10 minuta
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Slika 27. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola, furfurala odnosno ODG600 tijekom

anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame

(predobrada na 200 °C i zadrzavanju od 10 minuta) u Erlenmeyer tikvici
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Slika 28. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj

Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame (predobrada na 200 °C kroz 10 minuta)

u Erlenmeyer tikvici
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Rezultati i rasprava

Treci uzgoj kvasca S. cerevisiae soja Y9 proveden je na hidrolizatu dobivenom predobradom
p3eni¢ne slame na temperaturi od 200 °C i vremenu zadrZavanja od 10 minuta. Za razliku od
prethodna dva uzgoja, glukoza nije u potpunosti potrosena (Slika 27.). Njena koncentracija na
pocetku uzgoja iznosila je 2,596 g L™, a nakon 24 sata uzgoja 1,117 g L™ . Ksiloza takoder
nije u potpunosti utroSena, a njena koncentracija se tijekom 24 sata uzgoja smanjila s 3,689 g
L™ na 2,029 g L™, Ukupno je utrogeno 3,1397 g L™ (0,7849 g) supstrtata, od toga 1,4796 g L™
(0,3699 g) glukoze i 1,6604 g L™ (0,4151 g) ksiloze. Iz krivulje promjene koncentracije
etanola (Slika 27.) vidljivo je kako je i tijekom ovog uzgoja doslo do njegove sinteze te je
prinos proizvoda iznosio 0,3887 g L™ (0,0972 g) §to iznosi 12 % od maksimalne koligine
etanola koja moze nastati potpunim utroskom glukoze i ksiloze (0,8013 g). Stupanj konverzije
supstrata u etanol iznosi 0,1239 g g™, §to je 24,27 % od teoretskog stupnja konverzije (0,51 g
gh). Iz krivulje promjene broja stanica kvasca mogu se uociti pojedine faze rasta (Slika 28.).
Faza prilagodbe koja je trajala prva dva sata uzgoja, a nakon nje zapocinje eksponencijalna
faza rasta koja je trajala do osmog sata uzgoja. Pad broja stanica kvasca u petom satu moze se
objasniti analitickom pogreskom. Pad broja stanica kvasaca od 8. do 24. sata upucuje na
ulazak kulture u stacionarnu fazu rasta odnosno fazu odumiranja. Pokazatelji uspjeSnosti
procesa navedeni su u Tablici 9. Produktivnost procesa uzgoja na ovom hidrolizatu iznosi
0,016 g L™ h™. Efikasnost procesa manja je od uzgoja na hidrolizatu dobivenom na 180 °C
kroz 10 minuta i iznosi 24,27 %. Prema prikazanim podatcima ovaj proces je bolji od onog
provedenog na hidrolizatu dobivenom pri temperaturi od 160 °C. Iz pokazatelja uspjesnosti
procesa proizlazi kako je najuspjesniji proces onaj proveden na hidrolizatu dobivenom
predobradom pri uvjetima od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 minuta. Ako se uzgoj na
tom hidrolizatu usporedi s uzgojem istog soja kvasca na kontrolnoj podlozi koja je sadrzavala
glukozu 1 ksilozu, efikasnost je veca za proces uzgoja na hidrolizatu (43,25 % prema 29,62%)).
No produktivnost je ve¢a kod uzgoja na kontrolnoj podlozi gdje iznosi 0,070 g L™ h™*, dok na
hidrolizatu dobivenom na 180 °C ista iznosi 0,045 g L™ h™. Ova pojava moze se objasniti
¢injenicom da kontrolna podloga u odnosu na podlogu s hidrolizatom pSeni¢ne slame ne
sadrzi inhibitore rasta kvasca koji imaju znacajan utjecaj na dinamiku odvijanja bioprocesa
odnosno na njegovu produktivnost. Budu¢i da pokazatelji uspjesnosti (Tablica 9.) upuéuju
kako je najuspjesniji uzgoj bio na hidrolizatu dobivenom predobradom pSeni¢ne slame na 180
°C kroz 10 minuta, taj hidrolizat iskoristen je za uzgoj u veéem mjerilu, odnosno u

horizontalnom rotirajuéem cijevnom reaktoru (HRCB-u).
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Rezultati i rasprava

Tablica 9. Pokazatelji uspjes$nosti procesa anarobnog uzgoja divljeg soja i soja Y9 kvasca S. cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama

Podloga i soj kvasca Potro$nja Prinos Ypis@gh) [PrgL*h?) |[E (@)
supstrata (g) | produkta (g)

divlji soj/hidrolizat: 0,5198 0,0295 0,05647 0,0049 11,032

0,5% H,S0,/180 °C/1 min

divlji soj/hidrolizat: 0,2908 0,1662 0,1782 0,0277 34,82

0,5% H,S04/200 °C/5 min

soj  Y9/kontrolna podloga s|2,7799 0,4215 0,1516 0,0703 29,62

glukozom i ksilozom

soj  Y9/kontrolna  podloga s|0,3189 0,1219 0,3822 0,0203 74,95

ksilozom

soj Y9/ hidrolizat: 0,9949 0,1583 0,1591 0,0633 31,19

0,5 % H,S0,/160 °C/10 min

soj Y9/ hidrolizat: 1,2329 0,2719 0,2206 0,0453 43,25

0,5 % H,S0,/180 °C/10 min

soj Y9/ hidrolizat: 0,785 0,0973 0,123 0,0162 24,27

0,5 % H,S0,/200 °C/10 min
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Rezultati i rasprava

4.4.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae soj Y9 na hidrolizatu pSeni¢ne slame u

horizontalnom rotirajuc¢em cijevnom reaktoru

U ovom poglavlju prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja soja Y9 kvasca S. cerevisiae i
proizvodnje etanola na hidrolizatu dobivenom kiselinskom predobradom psSeni¢ne slame u
horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru prikazanom u Poglavlju 3.1.5.4. (Materijali i
metode). Hidrolizat je pripremljen za uzgoj na nacin opisan u Poglavlju 3.1.4.5. Nadzor
alkoholnog vrenja voden je na nacin opisan u Poglavlju 3.2.3.3., a rezultati su prikazani na
Slikama 29. 1 30. Pokazatelji uspjesnosti procesa prikazani u Tablici 10. izraCunati su prema

jednadZbama navedenim u Poglavlju 3.2.7.
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Slika 29. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola odnosno ODG600 tijekom
anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame
(predobrada na 180 °C i 10 minuta) u HRCB-u
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Slika 30. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevisiae, soj
Y9 na hranjivoj podlozi s hidrolizatom p$eni¢ne slame (predobrada na 180 °C kroz 10 minuta)
u HRCB-u

Kako bi se ispitala mogucnost provodenja procesa proizvodnje etanola na hidrolizatu
pSeni¢ne slame u poluindustrijskom mjerilu proveden je uzgoj kvasca S. cerevisiae u
horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreatkoru (HRCB). Taj biorekator konstruiran je za
uzgoj na polucvrstim (i/ili ¢vrstim) supstratima, bas kakve su i hranjive podloge koje
sadrzavaju hidrolizate lignoceluloznih sirovina. HRCB se tijekom uzgoja intervalno rotirao
(12 minuta rotacija od 10 min™ i 48 minuta mirovanje), a korisni volumen bioreaktora je
iznosio 5 L. Ovi uvjeti uzgoja su odabrani u skladu s rezultatima prethodno provedenih
istrazivanja (Pavleci¢, 2013). Kao hranjiva podloga koristen je hidrolizat dobiven
predobradom na 180 °C i vremenom zadrzavanja od 10 minuta u skladu s rezultatima
istrazivanja provedenih u Erlenmeyer tikvicama. Kako bi se ostvario veci prinos proizvoda i
veca produktivnost procesa u hidrolizat je na poéetku uzgoja dodano i 10 g L'1 (50 g) glukoze
&ime je koncentracija glukoze u hranjivoj podlozi pove¢ana na 11,0021 g L™. Kod uzgoja u
tikvicama koncentracija glukoze u hidrolizatu dobivenom predobradom na 180 °C kroz 10

min je iznosila 3,1139 g L™,
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Tijekom uzgoja u HRCB-u potroSena je sva glukoza (55,0105 g), $to je detektirano
nakon 24 sata uzgoja (Slika 29.). Ksiloza nije u potpunosti potrosena, te je od pocetnih 9,1626
g L™ (ukupno 45,813 g) ksiloze na kraju preostalo 7,942 g L™ (39,71 g), odnosno utrogeno je
13,32 % ksiloze. Ukupno je utroSeno 61,1135 g supstrata. Iz krivulje promjene koncentracije
etanola vidljivo je da je doslo do njegove sinteze. Prinos produkta tijekom uzgoja iznosi
3,9903 g L™ (19,9515 g) etanola. Stupanj konverzije supstrata u etanol iznosi 0,327 g g, sto
je 64,02 % od teorijskog stupnja konverzije, te efikasnost procesa iznosi 64,01 % (Tablica
10.). Efikasnost govori o odnosu koli¢ine proizvedenog etanola i maksimalne koli¢ine etanola
koju je iz iste koli¢ine supstrata moguce proizvesti. Uz potpunu potrosnju glukoze i ksiloze
(ukupno 100,8235 g) nastalo bi 51,4199 g etanola, §to znaci da je ostvareni prinos etanola
38,80 %. Rast kvasca S. cerevisiae pratio se mjerenjem promjene adsorbancije na 600 nm i
odredivanjem broja stanica kako je opisano u Poglavlju 3.2.4.6. i 3.2.4.7. Promjena broja
stanica kvasca tijekom uzgoja, uz povecanje apsorbancije na 600 nm ukazuje na rast i
aktivnost kvasca (Slike 29. i1 30.). Iz krivulje se moze primjetiti nesto dulja log faza koja je
trajala prvih 5 sati uzgoja. Nesto duza faza prilagodbe moze se objasniti prisustvom inhibitora
u hidrolizatu kao §to su furfural i hidroksimetilfurfural. Naime, u literaturi se navodi kako
furfural uzrokuje produljenje logaritamske faze rasta tijekom koje dolazi do njegovog
metaboliziranja, nakon ¢ega zapocinje eksponencijalna faza rasta (Helle i sur., 2003). Furfural
se metabolizira u furfuril alkohol, a HMF se reducira u 5-hidroksimetil furfuril alkohol koji su
manje inhibitorni za stanice kvasca (Helle i sur., 2003; van der Pol i sur., 2014). Stoga je
smanjenje koncentracije furfurala s pocetnih 0,157 g L™ na 0,0152 g L™ odredenih u 28. satu
uzgoja takoder u skladu s literaturom. Izmedu 24. sata i 48. sata uzgoja nije bilo znacajnije
promjene broja stanica kvasaca $to upucuje da je zapocela stacionarna faza rasta. Pokazatelji
uspjesnosti procesa anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisiae i proizvodnje etanola na
odabranom hidrolizatu u HRCB-u prikazani su u Tablici 10. Produktivnost procesa
proizvodnje etanola na hidrolizatu pSeni¢ne slame pomocu soja Y9 kvasca S. cerevisiae u
HRCB-u iznosi 0,143 g L™ h™. Ta vrijednost je veéa od one dobivene prilikom uzgoja i
proizvodnje etanola na istom hidrolizatu u tikvici gdje je iznosila 0,045 g L™ h™. Osim toga,
efikasnost procesa u HRCB-u veca je nego kod uzgoja u tikvici i iznosi 64,01 %. Dobivene
vrijednosti za pokazatelje uspjeSnosti procesa ujedno su i vece od vrijednosti dobivenih
uzgojem divljeg soja kvasca na hidrolizatu pSeni¢ne slame u HRCB-u koji je prethodno
proveden u sklopu ovoga projekta. Ostvarena produktivnost tijekom uzgoja divljeg soja
,Zupanja“ kvasca S. cerevisae na hidrolizatu pseni¢ne slame u HRCB-u iznosila je 0,0678 g

L™ h, a efikasnost 42 % (Musak, 2016). Potrebno je 1 naglasiti da je sastav hidrolizata u tom
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istrazivanju bio neto drugagiji te je sadrzavao 7,19 g L™ glukoze i 2,54 g L™ ksiloze (Musak,

2016). Vece vrijednosti pokazatelja uspjesSnosti procesa proizvodnje etanola u HRCB-uU su

posljedica dodatka glukoze na pocetku procesa da bi se dobila veca koncentracija etanola

odnosno vec¢a produktivost i efikasnost bioprocesa. Medutim, potrebno je istaknuti kako je

neophodno daljnje optimiranje postupaka predobrade lignoceluloznih sirovina kako bi se

uspjesnost bioprocesa dodatno povecala, te kako bi se postigle veée koncentracije Secera u

lignoceluloznim hidrolizatima ¢ime bi se izbjegao dodatak glukoze u hranjivu podlogu ¢ija

primjena povecava troskove proizvodnje bioetanola..

Tablica 10. Pokazatelji uspjeSnosti za proces anarebnog uzgoja kvasca S. cerevisiae i

proizvodnje etanola na hidrolizatu pseni¢ne slame u HRCB-u

Podloga i soj kvasca Potro$nja Prinos Ypis@gh | PrigL*h?h | E (%)
supstrata (g) | produkta (g)
soj Y9/hidrolizat: 0,5% 61,1135 19,9515 0,327 0,143 64,01

H,S0,/180 °C/10 min
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata opisanih u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. PSeni¢na slama sastoji se od 51,93 % glukana, 21,06 % ksilana, 5,12 % arabinana,
3,04 % octene kiseline, 2,21 % mravlje kiseline, 15,88 % lignina netopivog u kiselini i
pepela, te 0,24 % lignina topivog u kiselini.

2. Nakon kiselinske predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru, pri
temperaturama od 150 °C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 190 °C i 200 °C, vremenu
zadrzavanja (t;) od 5 minuta i koncentracije sumporne kiseline od 0,5%, dobivene su
dvije faze: ¢vrsta (predobradena pSeni¢na slama) i tekuca faza. Najveca koncentracija
glukoze u tekucoj fazi od 4,7257 g L™ zabiljezena je na temperaturi od 200 °C, a
najveéa koncentracija ksiloze od 13,0154 g L™ i arabinoze od 1,6827 g L™ zabiljezena
je na temperaturi predobrade od 160 °C. Koncentracija octene kiseline kretala se u
rasponu od 0,3368 g L™ do 1,0274 g L™, a koncentracija mravlje kiseline u rasponu od
0,2429 g L™ do 1,2208 g L™. Na temperaturama od 190 °C i 200 °C zabiljezena je
pojava levulinske kiseline u koncentraciji od 0,0550 i 0,0580 g L™. Najve¢i udio
lignina topivog u kiselini zabiljeZen je na temperaturi predobrade od 200 °C i iznosio
je 1,6447 %.

3. Nakon kiselinske predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru, pri
temperaturi od 160 °C, vremenu zadrzavanja (t;) od 1,5 i 10 minuta i koncentracije
sumporne kiseline od 0,5 % dobivene su dvije faze: ¢vrsta (predobradena pSeni¢na
slama) 1 tekuca faza. Najvec¢i maseni udio glukana u tekucoj fazi od 15,67 % postignut
je pri t; =10 minuta, ksilana od 68,64 % pri t= 5 minuta, a najve¢i maseni udio
arabinana od 12,21 % pri t,= 1 minuta. Najve¢i maseni udio furana dobiven je pri t,= 5
minuta 1 iznosi 1,67 %, a najve¢i maseni udio mravlje kiseline od 6,48 % pri t,=1
minuta i octene kiseline od 5,74 % uz t,= 5 minuta.

4. Nakon kiselinske predobrade pSenicne slame u visokotlacnom reaktoru, pri
temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja (t;) od 1,5 i 10 minuta i koncentracije
sumporne kiseline od 0,5 % dobivene su dvije faze: Cvrsta (predobradena pSenic¢na
slama) 1 tekuca faza. Najvec¢i maseni udio glukana u tekucoj fazi od 20,96 % postignut
je pri t; =1 minuta, ksilana od 53,82 % pri t= 5 minuta, a najve¢i maseni udio

arabinana od 8,98 % pri t,= 10 minuta. Najve¢i maseni udio furana dobiven je pri t,= 5
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minuta 1 iznosi 6,12 %, a najve¢i maseni udio mravlje kiseline od 6,82 % pri t,=5
minuta i octene kiseline od 6,24 % uz t,= 10 minuta.

5. Nakon kiselinske predobrade psSenicne slame u visokotlaénom reaktoru, pri
temperaturi od 200 °C, vremenu zadrzavanja (t;) od 1, 5 i 10 minuta i koncentracije
sumporne kiseline od 0,5 % dobivene su dvije faze: Cvrsta (predobradena pSeni¢na
slama) i tekuc¢a faza. Najveci maseni udio glukana u tekucoj fazi od 30,42 % postignut
je pri t; =10 minuta, ksilana od 42,29 % pri t= 1 minuta, a najveéi maseni udio
arabinana od 8,72 % pri t;= 1 minuta. Najve¢i maseni udio furana dobiven je pri t,= 10
minuta 1 iznosi 6,49 %, a najve¢i maseni udio mravlje kiseline od 10,37 % pri t,= 10
minuta i octene kiseline od 7,14 % uz t,= 10 minuta.

6. Anaerobni uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama na
hidrolizatima dobivenim kiselinskom predobradom pSenicne slame pokazuje
sposobnost kvasca da raste i sintetizira etanol na hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina. Najuspjesniji bioproces u kojem je ostvarena efikasnost od 34,82 % |
produktivnost od 0,0277 g L™ h™* zabiljeZen je kod uzgoja na hidrolizatu dobivenom
predobradom na temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 minuta.

7. Anaerobni uzgoj soja Y9 kvasca S. cerevisiae na kontrolnoj podlozi s glukozom i
ksilozom pokazuje sposobnost kvasca da metabolizira ksilozu u prisutnosti glukoze, a
anaerobni uzgoj soja Y9 na kontrolnoj podlozi koja je sadrzavala samo ksilozu
pokazuje sposobnost kvasca da proizvodi etanol i raste samo na ksilozi.

8. Anaerobni uzgoj soja Y9 kvasca S. cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama na hidrolizatima
dobivenim kiselinskom predobradom pSeni¢ne slame pokazuje sposobnost kvasca da
raste i sintetizira etanol na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina. Prema
pokazateljima uspje$nosti procesa, najuspjesniji je bio proces proizvodnje etanola na
hidrolizatu dobivenom kiselinskom predobradom pSeni¢ne slame na 180 °C i vremenu
zadrzavanja od 10 minuta gdje je ostvarena efikasnost od 43,25 %, produktivnost od
0,0453 g L™ h! i stupanj konverzije supstrata u etanol od 0,2206 g g™.

9. Anaerobni uzgoj soja Y9 kvasca S. cerevisiae u HRCB-u na hidrolizatu dobivenom
kiselinskom predobradom p3eni¢ne slame na 180 °C uz vrijeme zadrzavanja od 10
minuta pokazuje na mogucénost koriStenja soja Y9 za proizvodnju etanola na
hidrolizatima lignoceluloznih sirovina. Ostvarena je produktivnost od 0,143 g L™ h™,
efikasnost od 64,01 % i stupanj konverzije supstrata u etanol od 0,327 g g™
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7. PRILOZI

7.1.

A(-)
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Slika 31. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije glukoze, ksiloze i arabinoze
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Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije ugljikohidrata i proizvoda
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
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Slika 32. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije mravlje, octene i levulinske

kiseline
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Slika 33. Bazdarni dijagram za odredivanje volumnog udjela etanola

7.2.  Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije furana tekué¢inskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
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Slika 34. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije furana
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