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1. UvoD

Danas se kao glavni izvor energije koriste fosilna goriva koja su nastala u Zemljinoj kori
fosilizacijom biljaka i Zivotinja pod utjecajem pritiska i topline tijekom milijuna godina. U skupinu
fosilnih goriva ubrajaju se metan, nafta, zemni plin, itd. Osim Sto se izgaranjem fosilnih goriva
oslobada velika koli¢ina energije, oslobadaju se i Stetni plinovi, kao Sto su ugljicni monoksid,
ugljicni dioksid, metan, sumporov dioksid i josS mnogi koji se nakupljaju u atmosferi. Nakupljanjem
plinova u atmosferi dolazi do nastanka efekta staklenika. Dio plinova otapa se u vodi koja se
nalazi u atmosferi Sto uzrokuje snizavanje njene pH - vrijednost i nastanak kiselih kiSa koje
ostecuju biljke i pospjeSuju eroziju tla te gradevina. Zbog Stetnog utjecaja na okolis te
nemogucnosti obnove izvora fosilnih goriva potrebno je istraziti nove i obnovljive izvore energije.

Obnovljivim izvorima energije smatraju se vjetar, Sunce, geotermalni izvori i biomasa.
Prema direktivi EU i VijeCa Europe biomasa je definirana kao ,biorazgradivi dijelovi proizvoda,
otpada ili ostataka iz poljoprivrede, Sumski otpad i otpad srodnih industrija kao i biorazgradivi
dijelovi industrijskog i gradskog otpada”. Biomasu Cine proizvodi biljnog i Zivotinjskog svijeta, u
to se ubrajaju neiskoriSteni dijelovi Sumarsko — drvne industrije, poljoprivredne proizvodnje,
prehrambene industrije, komunalnog otpada organskog porijekla i sl. Glavna prednost koriStenja
biomase kao izvora energije su obilni potencijali, ne samo za tu namjenu uzgojenih biljnih vrsta,
vec i nusproizvoda i otpadnog materijala u poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji. Prednost
biomase u odnosu na fosilna goriva je i neusporedivo manja emisija Stetnih plinova i otpadnih
tvari. Smanjenje izvora, porast cijene i negativan utjecaj sagorijevanja fosilih goriva na okolis
potaknuli su istraZivanja proizvodnje biogoriva (Car, 2015).

Bioetanol se proizvodi procesom alkoholne fermentacije ugljikohidratne sirovine, najéesée
voCa i zitarica, te iziskuje male troskove. Nadalje, istrazuje se i proizvodnjom etanola iz
lignoceluloznih sirovina, jer se Secerne i Skrobne sirovine koriste za prehranu ¢ovjecanstva i kao
hrana za Zivotinje.

Bududi da potencijal rogaca nije u potpunosti iskoristen, predmet brojnih istrazivanja je i
rogaC kao potencijalna sirovina za proizvodnju bioetanola. Plod rogaca izgleda kao mahuna, a
pulpa mahune rogaca sadrzi visok udio Secera. Upravo visok udio fermentabilnih Secera uz
njegovu nisku cijenu cini roga¢ dobrom sirovinom za proizvodnju bioetanola. Bioetanol se

proizvodi procesom alkoholne fermentacije pomocu kvasca ili bakterija.



U ovom radu dan je pregled istrazivanja potencijalne upotrebe ploda rogaca u proizvodnji

bioetanola s naglaskom na radne mikroorganizme i tipove vodenja bioprocesa.



2. PROIZVODNJA BIOETANOLA

Bioetanol je etilni alkohol proizveden iz biomase koji se moze koristiti kao gorivo. Proizvodi
se procesom fermentacije (alkoholnog vrenja) sirovina bogatih Skrobom, celulozom i
jednostavnim Seéerima. Alkoholna fermentacija je proces kojim se sSkrob ili Seceri uz pomoé
djelovanja kvasaca ili nekih bakterija, odnosno enzima koji djeluju kao biokatalizatori, pretvara u
etanol i CO; (Oros, 2013).

Za industrijsku proizvodnju bioetanola iz odredenih sirovina potrebno je uzeti u obzir
razliCite faktore koji utjeu na taj proizvodni proces. Faktori koji se moraju uzeti u obzir su koli¢ina
etanola koja se moze dobiti iz jedinice mase sirovine, cijena i dostupnost sirovine, zatim cijena
tehnoloskog postupka. Cijena i dostupnost razliCitih sirovina se razlikuju u razli¢itim dijelovima
svijeta te je smisleno da svaka zemlja koristi one sirovine kojih ima najviSe u njenom geografskom
i klimatskom podrucju (Rudela, 2015). Najvaznije sirovine za proizvodnju bioetanola su: Secerna
trska, Secerna repa, sirak, kukuruz, krumpir, te lignocelulozne sirovine kao Sto su drvo,
poljoprivredni ostatci, te trave. Sirovine bogate jednostavnim Secerima vrlo su pogodne za
proizvodnju etanola, buduéi da ve¢ sadrze fermentabilne Secere kao Sto su glukoza i fruktoza.
Kukuruz i krumpir su sirovine bogate skrobom koji prvo treba procesom enzimske ili kiselinske
hidrolize razgraditi na jednostavne Secere, Sto zahtijeva joS jednu fazu u procesu proizvodnje i
povecava troskove. Jos slozeniju predobradu zahtijevaju lignocelulozne sirovine kao Sto su ostaci
od poljoprivrede i drvne industrije buduéi da su gradeni od celuloze, hemiceluloze i lignina koji su
teSko razgradivi. Nadalje, njihovom razgradnjom osim jednostavnih SeCera nastaje i niz

nusprodukata koji mogu biti toksicni za radni mikroorganizam (Kumar i Sharma, 2017).

2.1. BIOETANOL

Etanol je bezbojna tekucina karakteristicnog mirisa koja lako isparava i lako je zapaljiva.
Kemijska struktura etanola je C;HsOH i pripada grupi organskih spojeva zvanoj alkoholi (slika 1).
Temperature talista etanola je - 114,1° C a temperature vreliSta 78,5° C, dok je specificna gustoca
789 kg/m3 pri 20°C. Gori svjetlo plavim plamenom i bez ¢ade. Veoma se dobro mijeSa s vodom i
vecinom organskih otopala te ga se zbog toga upotrebljava za dobivanje drugih kemikalija (boja,

parfema i eksploziva). Prva proizvodnje etanola bila je za dobivanje jakih alkoholnih pi¢a, a kasnije
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za dobivanje biogoriva. Tokom posljednjih trideset godina proizvodnja bioetanola u svijetu porasla
je za oko Sest puta. Razlog tome je sve CeSce koriStenje bioetanola kao zamjena dijela benzina
za pogon motornih vozila (Rudela, 2015).

Najznacajniji proizvodaci etanola kao goriva su Brazil i SAD. U SAD-u, 1998. god.,
zabiljezena je proizvodnja bioetanola od 6,4 milijardi litara, a glavna sirovina bio je kukuruzni
Skrob. Nakon 2016. god. zabiljezen je znatni porast u proizvodnji bioetanola, procijenjuje se da
je godisnja proizvodnja 60,64 milijardi litara. Drugi najveci proizvodac bioetanola iz soka Secerne
trske je Brazil, a nakon Brazila slijedi Europa (Robak i Balcerek, 2017).

Slika 1. Strukturna formula etanola (Anonimno 1)

2.2. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Alkoholna fermentacija je biokemijski proces kojim se fermentabilni Seceri prevode u
etanol i CO2 pomocu nuznih enzima koje posjeduju odredeni kvasci i bakterije. Glikolizom se Seceri
(glukoza, fruktoza) prevode u energiju (ATP i NADH) i gradevne jedinice za stani¢ne komponente,
a kao konacni produkt glikolize dobiva se piruvat (Oros, 2013). Proces glikolize je niz od 10
reakcija kojima se glukoza prevodi u dvije molekule piruvata. Kako bi glikoliza mogla nesmetano
tedi nastali NADH mora se oksidirati da bi se obnovio NAD*. U aerobnim organizmima NADH se
oksidira u NAD* u procesu oksidativne fosforilacije, dok se pri anaerobnim uvjetima NAD*
regenerira pri redukciji piruvata u laktat ili pri sintezi etanola iz piruvata, odnosno alkoholnoj
fermentaciji. Piruvat se u prvoj reakciji alkoholne fermentacije dekarboksilira u acetaldehid koji

se zatim reducira u etanol, pri ¢emu se NADH oksidira u NAD* (M Berg, 2013) (slika 2).



Reakcija pretvorbe glukoze u etanol:
glukoza + 2 Pi + 2 ADP + 2 H* -> 2 etanol + 2 ATP + 2 CO; + 2 H,0

Potrebno je napomenuti da se sve CeSce koriste fermentacije na ¢vrstim supstratima (eng.
solid state fermentation) (Sato i sur., 1988; Saharkhiz i sur., 2013; Mazaheri i sur., 2012). Mikrobni
metabolizam regulira se aktiviranjem ili deaktiviranjem sinteze enzima, a sami enzimi su aktivni
ili inhibirani supstratom i/ili produktom. Mikroorganizmi imaju kompleksne metabolicke puteve
koji im omogucuju koristenje razliitih nutrijenata i prezivljavanje u razliCitim uvjetima okoline.
(Oros, 2013).
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Slika 2. Shema niza reakcija kojim se glukoza prevodi u etanol tijekom alkoholne fermentacije
(Anonimno 4)



2.3. PROIZVODNJA BIOETANOLA IZ RAZLICITIH SIROVINA

Kao sirovina za proizvodnju bioetanola mogu se koristiti svi ugljikohidratni supstrati koji
se razli¢itim kemijskim ili biokemijskim transformacijama mogu razgraditi do jednostavnih Seéera
koje kvasac moze koristiti za svoj metabolizam. Seceri koje mikroorganizami u fermentaciji mogu
koristiti su glukoza, fruktoza, saharoza i maltoza, a primjenom specijalnih kvasaca mogu se
koristiti galaktoza i laktoza. Polisaharidi koji se mogu razgraditi do ovih fermentabilnih Seéera
(kemijski ili enzimski) su dekstrini, Skrob, inulin, hemiceluloze i celuloze. Secerne sirovine se mogu
razgraditi direktno metabolickim putem, te ne zahtijevaju skupu pripremu. Sirovine koje sadrze
Skrob i lignocelulozu su jeftinije od sirovina koje sadrze Secer, ali je prevodenje ovih sirovina do
oblika koji je dostupan kvascima skupo i predstavlja nedostatak ovih supstrata. Jeftinije sirovine,
kao otpadne vode raznih tehnologija, imaju veliki potencijal kao izvori fermentabilnih Secera.

Koncentracija Secera u ovim sirovinama je niza nego u poljoprivrednim sirovinama (Rudela, 2015).

Alkoholna fermentacija jedan je od najstarijih proizvodnih procesa kojim je ovjek ovladao
i u osnovi se nije promijenio do danasnjih dana. Postupak dobivanja etanola iz celuloze se razvija
i usavrSavanju ovog postupka se poklanja velika paznja, jer se time omogucava koriStenje i
ostalog biljnog materijala ili biljnog otpada iz raznih industrijskih postupaka (Rudela, 2015).
Najcesce koriStene sirovine za proizvodnju etanola u EU su pSenica, kukuruz i Secerna repa, a
ostale sirovine su jeCam, raz i tritikal (pSenicni hibrid) (ePURE (european renewable ethanol)
2014). Zapoceta je proizvodnja bioetanola iz Secerene trske u Brazilu i iz kukuruza u SAD-u
(Ajanovic i Haas, 2014). Takoder, Francuska, Kina i Kanada proizvode bioetanol iz pSenice, kasave
i soka slatkog sirka (Balan, 2014).

Do velikog znacenja dolazi uporaba nekonvencionalnih sirovina u koju se mogu ubrojati
sporedni i otpadni proizvodi razliCitih industrija i poljoprivredni otpad. Sirovine na bazi celuloze i
hemiceluloze, iako su malo zastupljene u industrijskim razmjerima, trenutno se smatraju
najperspektivnijim za buducu proizvodnju bioetanola. Na danasnjem nivou razvoja tehnologije
procesi pretvorbe ovih sirovina do fermentabilnih Se¢era su ekonomski nepovoljni, ali se zbog
niske cijene i velike dostupnosti polazne sirovine, danas ulaZze u razvoj i unapredenje ovih
tehnologija. Stoga je cilj buducu proizvodnju bioetanola temeljiti na lignoceluluoznoj masi.
(Rudela, 2015)



KoriStenje etanola kao goriva vezano je za pocetak automobilske industrije, iako su ga
kasnije potisnula jeftina goriva na bazi nafte. O etanolu se opet pocelo razmisljati kada su se
pojavile prve naftne krize (Rudela, 2015). Danas je u svijetu najveéi proizvodac bioetanola SAD,
a zatim Brazil. NajviSe Secerne trske u svijetu je proizvedeno u Brazilu. Za proizvodnju bioetnola
se najvise koristi Se¢erna trska, jer je jeftina i dostupna sirovina. Etanol se prodaje kao Cisti etanol
ili kao mjeSavina s benzinom. Zamijenjeno je gotovo 42 % potrebe za benzinom koristeci

bioetanol Sto benzin ¢ini alternativnim gorivom u Brazilu (Car, 2015).

Vrijednost bioetanola kao biogoriva (Cisti ili kao dodatak benzinu) je u tome Sto sadrzi viSe
kisika od benzina zbog ¢ega mjeSavina ,CiS¢e izgara” te nastaje manje Stetnih plinova i zbog toga
Sto ima veci oktanski broj (pokazuje koliko je motorno gorivo u stanju podnijeti kompresije prije
samozapaljenja) Sto poboljSava osobine motora. Nedostaci etanola su to Sto veze vodu i sadrzi
30 % manje energije u odnosu na benzin. Takoder, zbog korozivnosti etanola, automobili koji
koriste etanol moraju imati posebno pripremljene motore. Pri proizvodnji bioetanola za motorna
goriva mora se provesti dehidratacija kako bi se dobio bezvodni etanol, koji se tek onda smije
mijesati s benzinom (ePURE (european renewable ethanol) 2014).



3. ROGAC

Rogal (Ceratonia siligua L.) je zimzeleno drvo koje pripada porodici mahunarki
(Leguminosae/Fabaceae), rod Ceratonia, a potjeCe od gréke rijeci keras (rog) i latinske rijeci
siligua (mahuna), Sto se povezuje s ¢vrsto¢om i oblikom mahune (Batlle i Tous, 1997) (slika 3).
Rogac¢ se godinama kultivira u zemljama Mediterana, obi¢no na suhom i siromasnom tlu
(Kumazawa i sur., 2002). Stari Grci su koristili rogac i donijeli su ga s podrucja Srednjeg Istoka u
Greku i Italiju. Arapi su prosirili uporabu rogaca du? cijele africke obale sve do Spanjolske i
Portugala (Buneta, 2015). Rogac (Ceratonia siligua L.) je autohtono mediteransko stablo, ¢iji plod
ima Siroku upotrebu u kulinarstvu, medicini, proizvodnji stocne hrane te Cije se siemenke koriste
za ekstrakciju gume (slika 5). Plod rogaca je mahuna, koju ¢ine pulpa (90%) i sjemenke (10%).
Sadrzi nizak udjel proteina (3-4%) i lipida (0,4-0,8%) te visok udjel polifenola (Marakis, 1996;
Avallone, 1997) (slika 4).

Slika 3. Nezreli plodovi (mahune) Slika 4. Plod (mahuna) rogaca
rogaca (Anonimno 5, 2015) (Anonimno 6, 2015)

Kemijski sastav pulpe mahune ovisi o kultivaru, podrijetiu i periodu uzgoja (Albanell i sur.,
1991). Pulpa rogaca sadrzi visok udjel Secera, od 48-56 % (uglavnom saharoza, glukoza, fruktoza
i maltoza) te oko 18% celuloze i hemiceluloze (Puhan i Wielinga, 1996). Mahune rogaca, zbog

velikog udjela Secera u pulpi, koriste se kao hrana za ljude te u proizvodnji krmnih smjesa za



ishranu stoke. Takoder, koristi se kao kao slastica, a danas posebno kao zamjena za kakaov prah.
Iz endosperma sjemenki ekstrahira se karuba guma koja je po svom kemijskom sastavu
polisaharid, galaktomanan (Batlle i Tous, 1997). Cvrsto drvo rogaca koristilo se za izradu posuda
te kao sporo izgarajuéi drveni ugljen (Hillcoat i sur., 1980). Neke sorte rogaca su veoma cijenjene
kao svjeze voce (Striki¢ i sur., 2006).

Sjemenka rogaca

Mahuna rogaca

 ——— Fini prah mahune rogaca

&

Slika 5. Prikaz grade ploda (pulpa i siemenke) i proizvoda od rogaca (usitnjena

mahuna te fini prah mahune rogaca bez sjemenki) (Anonimno 2)

Procesom drobljenja mahune rogaca odvajaju se sjemenke od pulpe. Zatim se pulpa
samelje u fini prah koji se koristi u ljudskoj prehrani. Kemijski sastav finog praha pulpe se sastoji
od 46% Secera, 7% proteina te razli¢itih mineralnih tvari i vitamina (Whiteside, 1981). Fini prah
rogaca koristi se kao zamjena za kakaov prah jer ima manju kalorijsku vrijednost te ne sadrzi
kofein i teobromin (Whiteside, 1981; Craig i Nguyen, 1984). Aroma praha rogacCa podsjeca na
aromu mlijene cokolade. Takoder, mahune rogaca koriste se i u pripremi pripravaka za smirenje

probavnih problema kao Sto si dijareja i povracanje (Saura-Calixto i Canellas, 1982).



4. PROIZVODNJA BIOETANOLA IZ ROGACA

4.1. PROIZVODNJA BIOETANOLA POMOCU KVASCA Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae jedan je od najvaznijih mikroorganizama koji je ujedno
i najviSe proucavan. Fakultativno je anaeroban i ima oksidativno-fermentativni metabolizam
(Oros, 2013) te se najcesce primjenjuje u procesima alkoholne fermentacije (Saharkhiz i sur.,
2013; Mazaheri i sur., 2012). Buduci da ovaj kvasac ima visoku fermentacijsku aktivnost i dobro
podnosi vece koncentracije etanola ispitan je njegov potencijal i u procesima alkoholne
fermentacije rogaca s ciljem dobivanja bioetanola.

Prvu studiju proizvodnje bioetanola iz roga¢a pomocu kvasca Saccharomyces cerevisiae
proveo je Roukas (1993). Fermentacija je provedena u fermentoru u anaerobnim uvjetima uz
konstantno mijeSanje te u statickim uvjetima. Maksimalna koncentracija etanola od 75 g/L
postignuta je u fermentoru uz konstantno mijeSanje i pocetnu koncentraciju Secera od 200 g/L.
Roukas je 1995. g. istrazio i mogucénost proizvodnje etanola iz vodenog ekstrakta roga¢a pomocu
imobiliziranih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae. Optimalni uvjeti fermentacije bili su pH
3,5-6,5, temperatura 30 °C te poCetna koncentracija Secera 250 g/L. U tim uvjetima prinos etanola
bio je 28,3 % s maksimalnom kocentracijom etanola 64,5 g/L pri ¢emu se potrosSilo 94 %
ekstrahiranih Secera.

U novije vrijeme istrazivanja su bila usmjerena na optimizaciju bioprocesnih uvjeta tijekom
prozvodnje bioetanola iz rogaca. U nekoliko studija istrazivani su uvjeti vodene ekstrakcije Secera
iz rogaca te fermentacijski parametri koji utjeCu na dobivenu koncentraciju etanola kao Stu su
pH, koli¢ina inokuluma te izvor dusika (Turhan i sur., 2010). Optimalni pH komine pri proizvodnji
etanola obi¢no se kre¢e u rasponu od 5,0 do 5,5. Pri pH nizem od 4,0 dolazi do inhibicije
proizvodnje etanola (Graves i sur., 2006). Opcenito, do pada pH vrijednosti ispod optimalne za
nastanak etanola dolazi zbog nastajanja organskih kiselina Sto na kraju rezultira i nizim prinosom
etanola. Zbog toga je vazno alkoholnu fermentaciju voditi uz kontrolu i odrzavanje optimalne pH
vrijednosti. Prema Turhan i sur. (2010) optimalni pH za proizvodnju etanola iz rogaca iznosi 5,5 i
treba ga odrzavati tijekom trajanja bioprocesa. Koncentracija etanola uz kontrolu i odrZzavanje
optimanog pH tijekom bioprocesa iznosila je 42,6 g/L dok je koncentracija etanola bez odrzavanja
pH iznosila 40,17 g/L. Nadalje, fermentacija uz kontrolirani pH rezultirala je i boljim ostalim
kinetickim paramterima kao Sto su produktivnost od 3,37 g/L/h te maksimalna brzina rasta od

0,54 g/L/h u odnosu na fermentaciju bez kontrole pH (produktivnost od 3,26 g/L/h te maksimalna
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brzina rasta od 0,1 g/L/h). Osim toga, tijekom fermentacije uz kontrolirani pH nastalo je i vise
biomase (7,35 g/L) u odnosu na fermentaciju bez kontrole pH (3,26 g/L). Koli¢ina inokuluma
(Saccharomyces cerevisiae) takoder ima znacajan utjecaj na proizvodnju etanola. Turhan i sur.
(2010) ispitali su utjecaj tri razli¢ite koli¢ine inokuluma kvasca na kineticke parametre alkoholne
fermentacije rogaca: 1 %, 3 % I 5 % volumena komine. Maksimalna koncentracija etanola (42,9
g/L) postignuta je primjenom inokuluma u iznosu od 3 %. Ova koli¢ina inokuluma pokazala se
optimalnom i tijekom alkoholne fermentacije drugih supstrata kako Sto je melasa Secerne repe
(El-Diwany i sur., 1992) te oSecerene stabljike suncokreta (Sharma i sur., 2002). Nadalje, kao
najbolji izvor dusika koji je dodavan komini rogaca pokazao se kvascev ekstrakt.

Sanchez i sur. (2010) ispitali su potencijal tri razliita komercijalno dostupna soja kvasca
Saccharomyces cerevisiae za proizvodnju etanola iz rogaca. Koncentracija etanola dosegla je
maksimalnu vrijednosti od 95 g/L nakon 30 h fermentacije s dva kvasca dok je s tre¢im kvascem
ona iznosila 70 g/L nakon 60 h. Sli¢ni rezultati postignuti su i tijekom fermentacija supstrata
baziranih na Secernoj trsci (Cardona i Sanchez, 2007) te su bolji u odnosu na fermentaciju
vodenog ekstrakta rogaCa uz istu pocetnu koncentraciju SeCera (Roukas, 1994). Blok shema

proizvodnje bioetanola iz rogaca prikazana je na slici 6.
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Slika 6. Blok shema proizvodnje bioetanola iz rogaca (Sanchez i sur., 2010)
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U usporedbi s ostalim sirovinama prikazanim u tablici 1 rogac¢ se moze smatrati odrzivom

alternativhom sirovinom za proizvodnju bioetanola.

Tablica 1. Produktivnost etanola iz razliitih sirovina (Sanchez i sur., 2010)

Sirovina Produktivhost etanola (L/kg)
kukuruz 0,409
pSenica 0,360
rogac 0,320
Secerna repa 0,200
kasava 0,182
Secerna trska 0,082

Sto se ti¢e nacina vodenja procesa alkoholne fermentacije rogaca, fermentacija s pritokom
supstrata ima nekoliko prednosti u odnosu na Sarznu fermentaciju (slika 6). Prednostima se
smatraju dobivena vrlo niska koncentracija neiskoriStenog supstrata, visSa koncentracija
otopljenog kisika u mediju, smanjeno vrijeme trajanja fermentacije, visa produktivnost procesa,
smanjeni inhibitorni efekti odredenih sastojaka koji se nalaze u mediju i manja moguénost

kontaminacije medija (Roukas, 1993).
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Slika 7. Shematski prikaz Sarzne fermentacije i fermentacije s pritokom supstrata
(Anonimno 3)

Nadalje, Sarzna fermentacija i fermentacija s pritokom supstrata provedene su na dva
nacina, sa slobodnim i sa imobiliziranim stanicama Saccharomyces cerevisiae.  Sarina
fermentacija sa slobodnim stanicama pokazala se kao proces koji ima manju produktivhost
etanola te kao proces u kojem se dobiva visoka koncentracija biomase. Koncentracija biomase se
mijenja sli¢no kako se mijenja i koncentracija etanola tijekom provodenja fermentacije. U trenutku
kada je zabiljezena najviSa koncentracija vijabilnih stanica, takoder je zabiljezena i najvisa
koncentracija etanola. Ocekivano, koncentracija Secera se smanjivala kako su su se povecavale
koncentracije etanola i biomase (Roukas, 1993).

Rezultati fermentacije s pritokom supstrata prikazuju porast biomase i etanola uz
potrosnju Secera. Tijekom procesa fermentacije zabiljezene su tri faze rasta: prva faza rasta na
samom pocetku fermentacije, a zatim jos dvije faze rasta povezane sa dodavanjem medija u dvije
faze do postizanja Zeljenog volumena u reaktoru. Faze rasta i konzumacija Secera smanijili su se
tijekom akumuliranja etanola u uzastopnim fazama. U prvoj fazi rasta zabiljezen je pad brzine

rasta, zatim tijekom druge faze rasta stopa brzine rasta se toliko smanjila da je bila jedva mjerljiva.
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Tijekom trece faze rasta, zbog velikog porasta koncentracije etanola, zabiljezen je inhibitorni
ucinak etanola. Rastom koncentracije etanola uocen je njegov inhibitorni ucinak na aktivnost
kvasca (Lima-Costa, 2012).

Za proizvodnju etanola iz otpada od rogaca u industirijskim pogonima optimalna pocetna
koncentracija Secera iznosi 250 g/L (Rodrigues, 2015). Potvrdeno je da je optimalna pocetna
koncentracija Secera 250 g/L te da je odli¢an prinos etanola i konverzije glukoze u etanol uz
dodatak male koli¢ine ugljika i duSika u medij (Lima-Costa, 2012). Pri toj koncentraciji
mikroorganizmi ne konzumiraju proizvedeni etanol u stacionarnoj fazi kao novi izvor ugljika za
svoj rast i razvoj. Oksidacija glukoze je u potpunosti potisnuta, uvjeti su anaerobni tako da je
katabolicki metabolizam iskljuivo fermentacijski. Zabiljezena je proizvodnja etanola u
eksponencijlnoj i stacionarnoj fazi. Iako je pri ovoj koncentraciji glukoze invertaza inhibirana,
nakon konzumacije glukoze onda se aktivira te hidrolizira saharozu. Visoka koncentracija slobodne
vode omogucuje potpunu hidrolizu saharoze. Pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji Seéera stopa
metabolizma je neSto sporija nego kod nizih koncentracija, medutim dobiva se najvisa
koncentracija etanola (Rodrigues, 2015). Utjecaj visoke koncentracije Secera na slabiju
produktivnost fermentacije zbog utjecaja visokog osmotskog tlaka na ostale mikroorganizme se

navodi i u drugim radovima (Saharkhiz i sur., 2013; Mazaheri i sur., 2012).
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4.2. PROIZVODNJA BIOETANOLA POMOCU BAKTERIJE Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis je gram-negativna bakterija koja moze metabolizirati glukozu i
fruktozu Entner-Doudoroffovim putem. Jedini Seceri koje Z. mobilis moze iskoristiti su glukoza,
fruktoza i saharoza, a to su, takoder, Seceri koji se nalaze u rogacu (Saharkhiz i sur., 2013;
Mazaheri i sur., 2012). Na temelju toga ispitana je mogucnost koriStenja ove bakterije u
proizvodniji bioetanola iz rogaca.

U alkoholnoj fermentaciji kao supstrat se koristi dobiveni fini prah rogaca koji je pomijeSan
sa destiliranom vodom i optimalnom koncentracijom bakterija Zymomonas mobilis, 5 %.
Odredena je optimalna pH-vrijednost (pH 5) kako bi se proizvela maksimalna koli¢ina produkta,
etanola. Fermentacija je provedena u fermentoru u anaerobnim uvjetima pri 30 °C. Nakon
odredivanja ukupnih i reducirajucih Secera, te koli¢ine proizvedenog etanola zakljuceno je da na
koli¢inu proizvedenog etanola utjecu Cetiri kljutne varijable. Najvaznije varijable za dobivanje
maksimalne kolicine etanola su koli¢ina inokuluma, koli¢ina finog praha rogaca, brzina mijesanja
suspenzije te vrijeme fermentacije. Visoka koncentracija Secera uzrokuje oStecenje stanica
bakterija zbog povisenja osmotskog tlaka. Veca brzina mijeSanja tijekom fermentacije pospjesuje
otapanje kisika u otopini te promjenu iz anaerobnog u aerobni sustav sto se ocituje smanjenjem
proizvodnje etanola (Saharkhiz i sur., 2013).

Nadalje, provedena je i submerzna alkoholna fermentacija komine koju ¢ine komadici
mahune rogaca. Time je rijeSen problem nastajanja velike koli¢ine otpadnih voda i nije potrebna
prethodna ekstrakcija Seéera. Prednosti submezne fermentacije u kojoj je supstrat u ¢vrstom
stanju su proizvodnja manje koli¢ine otpadne vode te jeftinija priprema supstrata, jer nije
potrebno usitnjavanje mahune rogaca do finog praha ve¢ samo do komadica. Potrebno je uloziti
manje energije u provodenje procesa fermentacije Sto se ocituje manjom cijenom proizvodnog
procesa i dobiva se vedi prinos etanola (Mazaheri i sur., 2012).

U istrazivanjima je ustanovljeno da je manja veli¢ina Cestica rogaca optimalna, medutim
Mazaheri i sur. su primjetili da je veéa veliCina Cestica optimalna. Razlog tome bi mogao biti
nastanak jacih adhezijskih sila medu manjim Cesticama te veca koncentracija ekstrahiranih
Secera. Time bi se mogla smanijiti cijena proizvodnog procesa. Medutim, manji omjer povrsine i
volumena Cestica rezultira manjom ukupnom povrSinom za rast bakterija. Optimalno vrijeme

trajanja fermentacije je 40 sati (Mazaheri i sur., 2012).
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Alkoholna fermentacija provedena je pomocéu bakterije Zymomonas mobilis i kvasca
Saccharomyces cerevisiae te se kao supstrat koristio fini prah rogaca. Koli¢ina proizvedenog
etanola pri koriStenju minimalne pocetne koncentracije Secera je veca uz pomoc¢ bakterije
Zymomonas mobifis u odnosu na kvasac Saccharomyces cerevisiae. Medutim, povecanjem
poCetne koncentracije Secera povecava se i osmotski tlak. Stanice kvasca Saccharomyces
cerevisiae podnose viSi osmotski tlak u odnosu na bakteriju Zymomons mobilis. Brzina rotacije
mijesalice u fermentoru takoder utjeCe na rast i razvoj mikoorganizama. Ve¢om brzinom rotacije
dolazi do jace aeracije i veceg oksidativnog stresa. Takav stres bolje podnose stanice kvasca

Saccharomyces cerevisiae nego bakterije Zymomonas mobilis.
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5. ZAKLJUCCI

Iz navedenih radova moze se zakljuciti:

1. Provodenje alkoholne fermentacije na rogacu jednostavnije je primjenom kvasca
Saccharomyces cerevisiae jer je otporniji i izdrZljiviji od bakterija Zymomonas mobilis.
Podnosi vecu koncentraciiju etanola i kisika, visi osmotski tlak te vanjski utjecaj stresa

kao Sto je mijesanje.

2. Rogat je pogodna sirovina za proizvodnju bioetanola zbog visokog sadrzaja
fermentabilnih Sec¢era (oko 50 %). Predobrada sirovine nije potrebna Sto proizvodni

proces bioetanola ¢ini jednostavnijim i jeftinijim.

3. Koristenjem mahune rogaca kao sirovine u odnosu na otpad od rogaca dobiva se veéi

prinos etanola. Primjena otpada od rogaca znatno snizuje cijenu proizvodnog procesa.
4. Fermentacija provedena na supstratu u ¢vrstom stanju u odnosu na fermentacije gdje se

kao supstrat koristi otpad od rogaca suspendiran u mediju jednostavnija je, jeftinija te

nastaje manja koli¢ina otpadnih voda.

5. Optimalna pocetna koncentracija Secera je 250g/L za proizvodnju bioetanola iz otpada

od rogaca.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradli nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.,
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