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1. UVOD

Lignocelulozne sirovine kao nusprodukti Sumarske i poljoprivredne proizvodnje,
odnosno prerade njihovih proizvoda,te drvne i prehrambene industrije (piljevina, ostaci drva i
kukuruzni, pSeni¢ni, repini ostaci te ostaci sijena ili slame) sve se vise upotrebljavaju u
biotehnoloskim procesima kao supstrati u proizvodnji razli¢itih proizvoda, ponajprije raznih
biogoriva (Sun i Cheng, 2002.). Zbog niske cijene i obnovljivosti kontinuirano se istrazuju
mogucénosti primjene u proizvodnji razli¢itih biotehnoloskih proizvoda.

Lignocelulozne sirovine sastoje se od lignina, hemiceluloze i celuloze, a njihov udio
ovisi 0 wvrsti sirovine (Hamelinck 1 sur., 2005.). Zbog svoje kompleksne strukture i
promjenjivog sastava, lignocelulozne sirovine spadaju u vrlo zahtjevne supstrate za pripremu.
Stoga se prije samog biotehnoloskog procesa podlijezu postupku predobrade koji znacajno
poskupljuje proces proizvodnje. Svrha predobrade je uklanjanje lignina i prevodenje
kristali¢ne celuloze u amorfni oblik pogodan za enzimsku hidrolizu te uklanjanje dijela
hemiceluloze. Metode predobrade dijele se na fizikalne, kemijske i bioloske, odnosno njihove
kombinacije (Yang i Wyman, 2008). Predobrada moZe biti najskuplji dio proces u
cjelokupnom procesu konverzije biomase u goriva, ali ima veliki potencijal za pobolj$anje
ucinkovitosti i smanjenje troSkova kroz dodatno istrazivanje i razvoj (Kumar i sur., 2009.). Uz
cijenu predobrade, druga najveca prepreka s kojom se treba suociti u komercijalnoj
proizvodnji bioetanola iz lignoceluloznih sirovina su spojevi koji inhibiraju radni
mikroorganizam, a nastaju tijekom procesa predobrade. Nastali spojevi su toksi¢ni za
mikroorganizme koji provode fermentaciju. Prinos etanola i produktivnost tijekom
fermentacije lignoceluloznih hidrolizata su stoga smanjeni (Parawira i Tekere, 2010.).

Nadalje, problem prijenosa biokonverzije lignocelulozne sirovine u veliko mjerilo
takoder se treba rijeSiti prije industrijske primjene lignoceluloznih sirovina u proizvodnji
biogoriva. Medutim, odlucujuéi faktor je uglavnom dostatnost podataka za ucinkovito
povecanja mjerila (Lonsane i sur., 1992.).

U ovom istrazivanju ispitivan je utjecaj toksi¢nosti furfurala na rast divljeg soja
kvasca Saccharomyces cerevisiae i proizvodnju etanola u anaerobnim uvjetima s obzirom da
je furfural jedan od toksi¢nih produkata kiselinske predobrade lignoceluloznih sirovina.
Nadalje, proucavao se rast kvasca na lignoceluloznim hidrolizatima u laboratorijskom mijerilu
pri anaerobnim uvjetima. Kao lignocelulozne sirovine koristeni su hidrolizati kukuruznih

oklasaka, kukuruzovine i slame. Predobrada je ukljucivala tretman na temperaturi od 210 °C i
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tlaku od 20 bara uz dodatak razrijedene 1 %- tne sulfatne kiseline i vrijeme zadrzavanja od 5
minuta.

Kako je dokazano da u dobivenim hidrolizatima odabrani soj kvasca raste i proizvodi etanol,
napravio se drugi set eksperimenta u veCem mjerilu. Kao bioreaktorski sustav se Kkoristio

horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor (HRCB) vlastite izvedbe.

Rezultati istrazivanja su pokazali da divlji soj kvasca S.cerevisiae moze provoditi
proces alkoholnog vrenja na dobivenim hidrolizatima lignoceluloznih sirovina. Stoga su
dobiveni hidrolizati lignoceluloznih sirovina koristeni za proizvodnju etanola u horizontalnom
rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB). Na osnovi rezultata ovog istrazivanja moze se
zakljuciti da je neophodno provesti dodatna istrazivanja s ciljem optimiranja bioprocesa i

sastava hranjive podloge za proizvodnju etanola.
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2. TEORIJSKI DIO
2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

2.1.1. Opéenito o lignoceluloznim materijalima

Lignoceluloznu biomasu, koju ¢ine Sumarski, poljoprivredni i agro-industrijski otpad,
obnovljiv je i jeftin izvor energije kojeg ima u neograni¢enim koli¢inama. Taj otpad ukljucuje
razli¢ite materijale kao §to su piljevina, bagasa Secerne trske, otpadni papir, pivski trop, trave,
lis¢e, ljuske Zitarica kao Sto su riza, pSenica, kukuruz, sirak i jeCam (Mussatto i Teixeira,
2010.). Lignocelulozni otpad akumulira se svake godine u velikim koli¢inama, uzrokujuci
probleme u okolisu. Medutim, zbog njihova kemijskog sastava, prvenstveno $ecera, moze se
koristiti za proizvodnju vrijednih proizvoda poput etanola, vitamina, organskih Kiselina,
otapala, enzima i biopolimera (Mussatto i Teixeira, 2010.).

Lignocelulozna sirovina sastoji se od celuloze (40-50%), hemiceluloze (25-30%) i lignina
(15-20%). Sastav ovih biopolimera varira ovisno o vrsti biljke. Nadalje, sastav jedne biljke
mijenja se sa dobi, stadijom rasta, genetickim faktorima, te uvjetima rasta biljke i klimatsko-

geografskim ¢imbenicima (Perez i sur., 2002.).

LIGNIN
! ]
p HEMICELULOZA
[PAON f OO ¢ D
el {\ nY AW ‘ﬂ
M S S \
CELULOZA

Slika 1. Struktura lignocelulozne sirovine (Mussatto i Teixiera, 2010.)
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2.1.2. Celuloza

Celuloza je najzastupljenji polisaharid u prirodi koji je graden od ponavljajucih
jedinica celobioze (dimer glukoze). To je glukanski polimer sastavljen od D-glukopiranoznih
jedinica, koje su medusobno povezane -1,4- glukozidnim vezama (Rowell i sur., 2005.). Broj
glukoznih jedinica u jednoj molekuli celuloze iznosi 9 000-10 000, a u nekim sirovinama i do
15 000 (Rowell i sur., 2005.). U stani¢noj stijenci biljaka, molekule celuloze medusobno su
povezane vodikovim vezama i tvore mikrovlakna, koja su povezana u vlakna (Sjostrom
1993). Iako se najveéi dio celuloze u lignocelulozi nalazi u kristalicnom obliku, mali udio

celuloze je amorfne strukture koja je dostupna djelovanju celuliti¢kih enzima.

Slika 2. Struktura celuloze (Baptista i sur., 2013.)



2. Teorijski dio

2.1.3. Hemiceluloza

Hemiceluloza je polimer graden od razli¢itih Secera heksoza (D-glukoze, D-manoze,
D-galaktoze, L-ramnoze) i pentoza (D-ksiloze, L-arabinoze) i nekih drugih Secera. Ponekad
moze sadrzavati i acetilne i metilne jedinice. Stupanj polimerizacije hemiceluloze manji je
nego u celulozi, a dostize oko 100-200, uglavhom u razgranatoj strukturi (Rowell i sur.,
2005.). Zahvaljuju¢i velikom udjelu amorfne strukture gradene od razliCitih Secera,
hemiceluloza je bolje topljiva u vodi i lakSe razgradiva nego celuloza. U lignoceluloznim
materijalima, celuloza i lignin su ¢vrsto povezani pomocu hemiceluloze koja predstavlja

,ljepilo izmedu ta dva dijela (Fengel i Wegener 1984.).
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Slika 3. Struktura hemiceluloze (Chen i sur., 2014.)
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2.1.4. Lignin

Pored celuloze, lignin je najzastupljenija polimerna organska molekula u prirodi.
Lignin daje biljci mehanicku ¢vrstocéu stani¢ne stijenke, nepropusnost, djeluje kao potporanj
(lignin, uz celulozu, izgraduje sekundarnu stani¢nu stijenku koja nastaje kada je biljna stanica
u potpunosti razvijena) te stiti biljku od patogenih organizama i oksidativnog stresa (Hendriks
I Zeeman, 2009.) To je slozeni amorfni polimer graden od fenilpropanskih jedinica
medusobno povezanih eterskim ili C-C vezama. Sastav i struktura lignina se razlikuju ovisno
o vrsti lignocelulozne sirovine. Lignini mogu biti klasificirani na viSe nacina, ali su uglavnom
podijeljeni prema gradivnim elementima (Sjostrom, 1993.). Lignin nastaje polimerizacijom
fenilpropanskih jedinica koji se nazivaju jo§ i monolignolni monomeri. Najzastupljeniji

monolignoli u ligninu iz drveta su p-kumaril, koniferil i sinapil alkohol (Rowell i sur., 2005.).

spirodienon
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HO J OH
o/ 5_5-
A HO
aedy
gt ¢
o} OH
g HO OH
o}
4-0-5 OH ~
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Slika 4. Struktura lignina (Zakzeski i sur., 2009)
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OH OH
OMe e OMe
OH OH
p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol

Slika 5. Struktura tri osnovna monolignola (Grabber, 2005.)

2.2. PREDOBRADA LIGNOCELULOZNE SIROVINE

2.2.1. Metode predobrade

Tijekom godina, mnoge su razli¢ite tehnologije razmatrane u potrazi za jednostavnim i
ekonomski isplativim postupkom predobrade lignocelulozne biomase s ciljem dobivanja
visokog prinosa jednostavnih fermentabilnih $ecera iz celuloze i hemiceluloze. Te metode se
mogu kategorizirati kao 1) fizikalne, 2) fizikalno-kemijske, 3) kemijske i 4) bioloske. Svaka
od tih metoda ima svoje prednosti i nedostatke, tako da najadekvatnija metoda jo$ uvijek nije
razvijena (Yang i Wyman, 2008).

Svrha prethodne obrade je uklanjanje lignina i hemiceluloze, smanjenje kristali¢ne
strukture celuloze i povecanje poroznosti lignoceluloznog materijala. Prethodna obrada mora
ispuniti sljedece zahtjeve:

(1) omoguc¢iti formiranje jednostavnih Secera ili omoguciti oslobadanje Secera nakon
enzimske hidrolize;

(2) sprijeciti degradaciju ili gubitak ugljikohidrata;

(3) sprijeciti formiranje nusprodukata odnosno inhibitora hidrolize i fermentacije;

(4) smanjiti energetske troskove izdvajanja proizvoda i troskova za zbrinjavanje otpada;

(5) povecati ekonomsku isplativost bioprocesa (Sun i Cheng, 2002.).

Fizikalne metode obuhvacaju mehanicko usitnjavanje sirovine poput mljevenja,
usitnjavanja i drobljenja, tretman parom ili y-zrakama, te pirolizu, koje za cilj imaju

smanjenje kristaliCnosti celuloze, te djelomi¢no ili potpuno hidroliziranje hemiceluloze
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(Kumar 2009., Sun i Cheng 2002.). Nedostatak ovih metoda je potreba za velikom koli¢inom
energije i slabo uklanjanje lignina (Alvira et al. 2005).

Fizikalno-kemijske metode obuhvacéaju eksploziju vodenom parom, amonijakom ili
CO; i predtretman toplom vodom. Prednosti ovih metoda su odsutstvo agresivnih kemikalija,
mali utoSak energije i efikasna hidroliza, te mali udio nastalih ihnibitora (Mosier et al. 2005).
Osnovni nedostaci ovih metoda su nizi stupan;j hidrolize hemiceluloze i mali prinos glukoze iz
celuloze (Kumar i sur., 2009.).

Kemijska predobrada lignoceluloznih sirovina osigurava povecanje dodirne povrsine i
pora lignocelulozne sirovine, djelomi¢no uklanjajne lignina (delignifikacija), smanjenje
stupnja polimerizacije lignina te djelomi¢nu ili potpunu hidrolizu hemiceluloze. Nedostaci
kemijske predobrade su koriStenje agresivnih kemikalija, te potrebe za njihovim
zbrinjavanjem kao i procesna oprema otporna na djelovanje kemikalija. Prednost kemijske
predobrade je efikasnost. Najcesce se koriste anorganske kiseline (koncentirane i razrijedene),
luzine, organska otapala ili ionske tekucine (Silvestein, 2009.).

U bioloskoj predobradi lignoceluloznih sirovina koriste se mikroorganizmi poput
plijesni i saprofitnih gljiva koje razgraduju lignin i hidroliziraju hemicelulozu (Taherzadeh,
2008., Kumar 2009., Sun i Cheng 2002.). Prednosti bioloskog procesa predobrade su nizak
utrosSak  energije 1 jednostavnost postupka, a nedostaci su visoka cijena, osjetljivost
mikroorganizama na derivate lignina, mali prinos i duZe vrijeme trajanja bioprocesa u odnosu

na ostale metode (Sun i Cheng, 2002.).

hemiceluloza predtretman

hemiceluloza

lignin

celuloza

Slika 6. Shema uloge predobrade u biokonverziji biomase u biogorivo (Kumar i sur., 2009.)
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2.2.2. Fizikalno-kemijska predobrada- eksplozija vodenom parom

Eksplozija vodenom parom, poznata kao i autohidroliza, je naj¢esce koriStena metoda
za prethodnu obradu lignoceluloznih  materijala. VVoda djeluje kao kiselina pri visokim
temperaturama. U ovoj se metodi usitnjena biomasa tretira visokim tlakom zasi¢ene pare
tijekom odredenog vremana, a zatim se pritisak naglo smanjuje, odnosno provodi se
eksplozivna dekompresija. Predtretman vodenom parom obi¢no zapocinje na temperaturi od
200-210 ° C uz tlak od 20-50 bara kroz nekoliko sekundi do nekoliko minuta prije nego §to je
materijal izloZzen atmosferskom tlaku, iako se proizvoljno moze odabrati drugi interval tlaka i
temperature (Hamelinck i sur., 2005.). Cimbenici koji utjeéu na predtretman parnom
eksplozijom je vrijeme zadrzavanja, temperatura, VeliCina Cestica biomase i sadrzaj vlage
(Suni Cheng, 2002.). Smjesa biomase i pare se odrzava u odredenom vremenskom periodu S
ciljem odvijanja hidrolize hemiceluloze, a postupak se prekida eksplozivnom dekompresijom.
Proces uzrokuje degradaciju hemiceluloze i transformaciju lignina zbog visoke temperature,
C¢ime se povecava mogucnost hidrolize celuloze (Kumar i sur., 2009.). Uklanjanje
hemiceluloze iz mikrovlakana uzrokuje izlaganje celulozne povrSine i dostupnost enzima
celuloznim mikrovlaknima. Optimalni uvjeti za hidrolizu hemiceluloze se mogu postici
visokim temperaturama kroz kratko vrijeme boravka (270 °C, 1 min) ili na nizoj temperaturi
kroz duze vrijeme zadrzavanja (190 °C, 10 min). Nedavne studije pokazuju da su nize
temperature i vise vrijeme zadrzavanja povoljni (Sun i Cheng, 2002.). Uklanjanje i
preraspodjela hemiceluloze i lignina povecava volumen prethodno tretiranog uzorka. Brzo
snizenje povisenog tlaka na atmosferski tlak i turbulentni protok materijala uzrokuju
fragmentaciju materijala, Cime se povecava dostupna povrSina lignoceluloznog materijala
(Garcia-Aparicio i sur., 2006; Kumar i sur., 2009.). Lignin se uklanja samo u ograni¢enom
trajanju tijekom prethodne obrade, ali je raspodijeljen na povrSinu vlakna kao posljedica
topljenja i reakcija depolimerizacije / repolimerizacije (Kumar i sur., 2009.). Ovisno o
ucinkovitosti obrade, razgradnja celuloze u glukozu moZe trajati razli¢iti vremenski period

(Garcia-Aparicio i sur., 2006; Kumar i sur., 2009.).
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2.2.3. Kemijska predobrada- hidroliza kiselinom

Predobradom kiselinom obi¢no se tezi velikom prinosu Secera iz lignoceluloznih
materijala. Tretman kiselinom ukljucuje koristenje sulfatne, nitratne ili neke druge mineralne
kiseline za uklanjanje komponenata hemiceluloze i izlaganje celuloze enzimskoj hidrolizi
(Silverstein, 2008.). Postoje dva osnovna tipa procesa kiselinske hidrolize: hidroliza
razrijedenom kiselinom i hidroliza koncentriranom kiselinom (Taherzadeh, 2007.). Pretretman
se moze izvoditi ili pri visokim temperaturama i niskoj koncentraciji kiseline (hidroliza
razrijedenom kiselinom), ili pri niskim temperaturama 1 visokoj koncentraciji kiseline
(hidroliza koncentriranom kiselinom) s$to rezultira hidrolizom celuloze i hemiceluloze na
jednostavne monosaharide (Taherzadeh, 2008.). Postupci s kiselinama su skuplji u odnosu na
fizikalno-kemijske postupke zbog nuznosti opreme otporne na korozivno djelovanje kiselina.
Takoder, poslije postupka hidrolize neophodna je neutralizacija pH-vrijednosti te izdvajanje

soli §to dodatno povecava troSkove (Hamelinck 1 sur., 2005.).

2.2.3.1. Hidroliza razrijedenom kiselinom

Hidroliza razrijedenom kiselinom je tijekom godina istrazivanja uspjeSno razvijena za
predobradu lignoceluloznih sirovina, a posebno dobro je primjenjena za poljoprivredne
sirovine poput kukuruzovine i rizine/pSeni¢ne slame. Koriste se kiseline s 0,5- 1,5 % kiseline
u temperaturnom intervalu od 121°C do 160°C. Ovaj postupak se Cesto primjenjuje u
industrijskoj proizvodnji jer je njime postize relativno velik prinos Secera iz hemiceluloze
(Galbe i Zacchi, 2002.). Uz H,SO,4 kao najéescu, jos se koriste i HC1, HNO3 i HsPO,4 (Parisi,
1989.). Usporedujuci s predtretmanom koncentriranim kiselinama, ovaj postupak daje manje
inhibitora koji nastaju razgradnjom monosaharida ali i manjih problema s korozijom. Ipak,
ovakvim predtretmanom mogu nastati 1 nepozeljni spojevi poput furfurala i
hidroksimetilfurfurala koji su inhibitori rasta mikroorganizama, pa je potrebno njihovo
uklanjanje (Saha i sur., 2005.).

10
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2.3. INHIBITORI PRISUTNI ILI DOBIVENI HIDROLIZOM LIGNOCELULOZNIH
SIROVINA

Predobradom lignoceluloznih sirovina ne nastaju samo fermentiraju¢i Seceri veé i
mnoge druge komponente poput organskih kiselina i aromatskih spojeva. Neke od tih
komponenti imaju inhibiraju¢e djelovanje u visokim koncentracijama za enzime Kkoji
hidroliziraju celulozu do monomernih Se¢era. Za neke komponente inhibicija nije jo$
dokazana, unato¢ ocekivanjima zbog njihove strukture i svojstava. Nadalje, interakcija vise
komponenti nije jo§ uvijek sasvim jasna. Isto tako, neke komponente mogu biti inhibirajuce

samo za odredene mikroorganizme ( Harmsen i sur., 2013.).

2.3.1. Podjela inhibitora

Postoje dvije znacajne podjele inhibitora prisutnih kod lignoceluloznih sirovina. Jedna

je podjela prema podrijetlu, dok je druga podjela prema kemijskoj strukturi.

Bazirajuc¢i se na podrijetlu prisutne su tri skupine:

1. Komponente prisutne u strukturi lignoceluloznih sirovina

Ova kategorija sastoji se od molekula koje su ve¢ prisutne u lignoceluloznoj strukturi, ali
unutar polimerne strukture, uglavnom lignina. Tijekom predobrade, polimeri se degradiraju
do monomera, a depolimerizacija moze rezultirati oslobadanjem potencijalno inhibiraju¢ih
aldehida i fenolnih komponenti. Kiseline koje su prisutne u strukturi hemiceluloze, poput
octene kiseline, glukuronske i galakturonske kiseline, mogu takoder imati inhibirajuce

djelovanje na radni mikroorganizam ( Harmsen i sur., 2013.).

2. Komponente nastale degradacijom lignoceluloznih sirovina

Druga kategorija sastoji se od molekula koje su prisutne kao neinhibiraju¢e komponente
unutar strukture lignina, ali su degradirane tijekom predobrade sirovine. NajistraZivaniji su
pentoze i heksoze. Pod utjecajem visoke temperature i Kiselosti, pentoze se degradiraju do
furfurala (furan 2-karbaldehid), a heksoze se degradiraju do 5-hidroksimetil furfurala (5-
HMF). HMF se moZe degradirati do levulinske kiseline 1 mravlje kiseline, dok se furfural

moze degradirati do furoi¢ne i mravlje kiseline (Harmsen i sur., 2013.).

11
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3. Komponente prisutne na lignoceluloznim sirovinama

Ove komponente su prisutne na lignoceluloznim sirovinama, ali nisu sastavni dijelovi tih
sirovina. Kada sirovina potjece iz zagadenog okruzja u njoj se mogu nalaziti duSikovi i
sumporni spojevi, koji znatno mogu utjecati na mikroorganizme. Nadalje, na hidrolizu
mogu utjecati i teski metali. Pesticidi i dodaci kemikalija koriStenih u poljoprivredi

takoder mogu utjecati na inhibiciju mikroorganizama (Harmsen i sur., 2013.).

Na temelju kemijske strukture, inhibitori se mogu takoder podijeliti u ove tri skupine:
slabe kiseline, derivati furana i fenolni spojevi, dok neki autori spominju i ¢etvrtu skupinu
koju ¢ine anorganske soli. Soli ili organske komponente male molekulske mase mogu proci
kroz stanicnu membranu, u usporedbi s onima velike molekulske mase, gdje inhibiraju
ekspresiju i aktivnost transporta Secera i soli u stani¢énu membranu (Klinke i sur., 2004.).
Inhibitori ograniCavaju iskoristenje hidrolizata u proizvodnji etanola. Medutim, ako su poznati
inhibitori i njihovi dentificirani mehanizmi inhibicije, fermentacija se moZe unaprijediti
razvojem specificnih  metoda detoksifikacije, odabirom adekvatnog soja radnog
mikroorganizma ili optimiranjem procesa vodenja fermentacije (Palmqvist i Hahn-Hégerdal,
1999.).

Postupci hidrolize koji uklju¢uju obradu lignocelulozne sirovine na visokoj temperaturi pod
kiselim uvjetima dovode do formiranja i oslobadanja niza spojeva. Glavni putevi razgradnje

su shematski prikazani na slici 7. (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 1999.).

12
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LIGNOCELULOZNA SIROVINA
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Slika 7. Hidroliza lignoceluloznih sirovina u kiselim uvjetima i na visokoj temperaturi
(Palmgvist i Hahn-Hégerdal, 1999.).

Uz nabrojane skupine spojeva, ovisno o vrsti lignocelulozne sirovine, mogu se iz
lignina, odnosno monolignola, formirati ostali spojevi poput vanilina, vanilinske kiseline,

palmitinske kiseline i drugih kiselina ((Palmqvist i Hahn-Héagerdal, 1999.).

Dva najznacajnija inhibitora su furfural i hidroksimetilfurfural (HMF). Njihovo
djelovanje na kinetiku enzima kvasca vazno je za proces nastajanja etanola. Fenolni spojevi
su produkti razgradnje lignina, ali nastaju i tijekom razgradnje ugljikohidrata. Derivati furana
i fenolni spojevi mogu dalje reagirati formirajuc¢i polimerne strukture (Palmqvist i Hahn-
Hégerdal, 1999.).

13
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2.4. RADNI MIKROORGANIZMI

2.4.1. Kvasci

Vazan faktor za isplativu proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina je veliki
prinos i produktivnost odnosno velika tolerancija na veliku koncentraciju etanola kako bi
troskovi za destilaciju bili §to nizi (Olofsson i sur., 2008.). Potrebe za mikroorganizmima koji
obavljaju reakcije fermentacije lignocelulozne biomase su sloZzenije od onih za
konvencionalnu proizvodnju etanola iz mono- ili disaharida, koje provode isklju¢ivo sojem
kvasca iz roda Saccharomyces. Kvasci iz roda Saccharomyces proizvode etanol uz veliki
prinos etanola (vise od 0.45 g etanola/ g glukoze u optimalnim uvjetima). Takoder imaju vrlo
veliku toleranciju na etanol, neki sojevi preko 100 gL™ etanola. Takoder, tolerancija prema
niskim pH- vrijednostima minimalizira rizik od kontaminacije drugim mikroorganizmima
(Olofsson i sur., 2008.). Divlji tip S. cerevisiae lako fermentira monosaharide sa 6 ugljikovih
atoma poput glukoze, manoze i fruktoze Embden-Meyerhof putem odnosno reakcijama
glikolize, dok galaktozu (takoder C6 monosaharid) fermentira kroz reakcije Leloir puta.
Medutim, hidrolizom hemiceluloze nastaju znatne koli¢ine pentoznih Se¢era (C5), ponajprije
ksiloze i arabinoze, koje divlji soj Saccharomyces cerevisiae ne moze fermentirati, osim
beznacajne redukcije ksiloze u ksilitol (Olafsson i sur., 2008). Osim toga, hidrolizati
lignoceluloznih sirovina sadrze i brojne spojeve koji mogu inhibirati rast kvasca (van Maris i
sur., 2006). Na temelju raSirene industrijske proizvodnje bioetanola iz C6-supstrata, S.
cerevisiae je mikroorganizam pogodan za geneti¢ku modifikaciju. Genetski modificiran soj S.
cerevisiae je prikladan za proizvodnju bioetanola iz drugih izvora ugljika lignoceluloznih
hidrolizata (D-ksiloza, L-arabinoza, galakturonska Kiseline i L-ramnoza), (van Maris i sur.,
2006.). Kvasci koji fermentiraju ksilozu, kao $to su Pichia stipitis i Candida shehatae mogle
bi se potencijalno koristiti za uzgoj na podlozi s visokim sadrzajem ksilana. Naravno, njihova
tolerancija na inhibirajuce spojeve u lignoceluloznim hidrolizatima je relativno mala, a osim
toga dobro kontrolirana opskrba kisikom je potrebna za ucinkovitu fermentaciju ksiloze
(Olafsson i sur., 2008.)

2.4.2. Bakterije

Glavni "konkurenti" stanicama kvasaca su bakterije Zymomonas mobilis i genetski
modificiran soj  Escherichia coli (Olsson i Hanh-Héagerdal, 1996). Rekombinantna

Escherichia coli daje najveée prinose (0,36 - 0,51 gg™) u nizu razligitih hidrolizata. Medutim,
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da bi se postigla produktivnost usporediva s onima u laboratorijskom mediju potrebna je
detoksifikacija. Z. mobilis, obligatno anaerobna bakterija, koja nema funkcionalnog sustava
za oksidativnu fosforilaciju, proizvodi etanol i ugljicnog dioksid kao primarne produkte
alkoholnog vrenja. Z. mobilis koristi Entner-Duodoroff put koji daje manji prinos ATP-a po
molu glukoze $to daje manji prinos biomase i veci prinos etanola po glukozi u odnosu na S.
cerevisiae. Medutim, divljem tipu Z. mobilis, nedostaje sposobnost da fermentira pentozne
SeCere. Opcenito, Cini se da su bakterije manje tolerantne prema inhibitorima nastalih

hidrolizom lignoceluloznih sirovina nego kvasci (Olafsson i sur, 2008.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovine

Lignocelulozne sirovine koriStene za ovaj rad bile su kukuruzni oklasci, kukuruzovina
i slama pSenice. Za analizu je uzeto 400 mg uzorka.
Kukuruzni oklasci i kukuruzovina koristeni za rad potjecu od istog soja kukuruza podrijetlom
iz okolice Ludbrega. Slama potjece iz Hrvatskog zagorja. U ovom istrazivanju odreden je

sastav tih sirovina prije i poslije procesa njihove predobrade u visokotlaénom reaktoru.

3.1.2. Hranjive podloge

Sastavi hranjivih podloga koristenih u ovom istrazivanju prikazani su u tablicama koje
slijede u daljnjem tekstu. Uz sastav naveden u tablicama, u svaku su podlogu dodane soli
diamonijev fosfat i amonijev sulfat kao izvori makroelemenata u koncentracijama od 1 gL,
te kvascev ekstrakt kao izvor aminokiselina, vitamina i ugljikohidrata u koncentraciji od 1,5
gL™.
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3.1.2.1. Hranjiva podloga za uzgoj kvasca za definiranje inhibitornog ucinka furfurala

Tablica 1: Sastavi podloga koristeni za odredivanje inhibitornog djelovanja furfurala

Sastavi podloga Ukupni | Volumen | Glukoza | Furfural
volumen | dodanog | (gL™) (gL™
(mL) | inokuluma
(mL)
1 200 20 50 0
2 200 20 50 0,1
3 200 20 50 0,5
4 200 20 50 1,0
5 200 20 50 2,0
6 200 20 50 3,0
7 200 20 50 4,0
8 200 20 50 5,0
Podloga za uzgoj 300 - 50 -
inokuluma

3.1.2.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca u Erlenmeyer tikvicama

Sastav podloga za uzgoj inokuluma i kontrolne podloge naveden je u tablici 2, dok su

sastavi hidrolizata slame, kukuruzovine i oklasaka, koji su sluzili kao podloge za uzgoj u

tikvicama, prikazani u tablici 7 (poglavlje 4.2) uz dodatak soli diamonijevog fosfata i

amonijevog sulfata (izvor makroelemanata) u koncentracijama od 1 gL™ , te kvascev ekstrakt

(izvor aminokiselina, vitamina i ugljikohidrata) u koncentraciji od 1,5 gL™.

Tablica 2: Sastav podloge za uzgoj inokuluma i kontrolu kultiviranjem S.cerevisiae

Podloga (sastav)

Podloga za inokulum

Kontrolna podloga

Volumen (mL) 300 400
Glukoza (gL™) 50 7,0
Ksiloza (gL ™) 0 6,0
Arabinoza (gL ™) 0 1,0
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3.1.2.3. Hranjive podloge za uzgoj S.cerevisiae u horizontalnom rotirajuc¢em cijevnom
bioreaktoru

Kao hranjive podloge koristeni su hidrolizati slame, kukuruzovine i oklasaka ¢iji su
sastavi prikazani u tablici 7, uz dodatak soli diamonijevog fosfata i amonijevog sulfata u
koncentracijama od 1 gL™ , te kvascev ekstrakt u koncentraciji od 1,5 gL ™.

3.1.3. Mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam, ¢iji se fermentativni potencijal ispitivao, koristen je divlji

soj kvasca Saccharomyces cerevisiae izoliran u tvrtki Sladorana d.o.o. Zupanja.

3.1.4. Ostale kemikalije

Tablica 3: Naziv kemikalija i proizvodaca

Naziv kemikalije Proizvodaé
glukoza Becton
diamonijev fosfat (DAP) Kemika
amonijev sulfat (AS) Kemika
kvascev ekstrakt Merck
ZnSO4 Gram-mol
Ca(OH); Proizvodnja gaSenog vapna,
Hrvatska

3.1.5. Aparature i ureda;ji

3.1.5.1. Tresilica

Za potrebe pripreme inokuluma u Erlenmayerovim tikvicama koriStena je tresilica
,»Certomat RM*“ kao 1 rotacijska mjeSalica ,RM 71 (B. Braun Biotech. International,

Sartorius group, Njemacka).

3.1.5.2. Spektrofotometar

Promjena opticke gustoce hranjive podloge kao indirektnog pokazatelja rasta stanica
kvasca Saccharomyces cerevisiae, odredivana je pomocu spektrofotometra ,.Cary 13E,

Varian‘“ na valnoj duljini od 600 nm.
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3.1.5.3. Centrifuga

Za izdvajanje kvasceve biomase iz hranjive podloge koristena je centrifuga ,,Harrier
18/80, Sanyo“ pri broju okretaja od 4500 min * a za izdvajanje kvas¢evog hidrolizata broj
okretaja od 10000 min . Za taloZenje krutih &estica iz lignoceluloznih hidrolizata koristena je

centrifuga ,,Beckman, Model J-21B* pri broju okretaja od 5000 min™,

3.1.5.4. Vage

Analiticka vaga ,,Shimadzu®“, AX-200 W/O AC ECTA koristena je za odredivanje
suhe tvari biomase, dok se za sve ostale potrebe vaganja koristila tehni¢ka vaga ,,Tehtnica*

ET-1211.

3.1.5.5. Susionik

Za suSenje uzoraka s kvaséevom biomasom izuzetih tijekom ispitivanja inhibitornog
djelovanja furfurala prethodno centrifugiranih koristen je suSionik ,Instrumentaria ST-50%.
Susionik se koristio i za suSenje lignoceluloznih sirovina kao i svog ostalog laboratorijskog

posuda.

3.1.5.6. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, (HPLC Shimadzu CLASS-VP
LC-10A, Kyoto, Japan), odredene su koncentracije supstrata i svih produkata alkoholnog
vrenja. Uredaj se sastoji od crpke (LC-10Advp), otplinjaca (DGU-14A), injektora (SIL-
10ADvp), uredaja za grijanje kolone (CTO-10Avp), analitiCke kolone (C610H Supelco,
Phenomenex) s odgovaraju¢im pretkolonama, detektora indeksa loma (RID-10A), modula za
kontrolu sustava (SCL-10Avp) i racunalnog programa za kromatografiju. Kao mobilna faza
koristena je otopina H3PO4 (0,1 % vol/vol) u vodi. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 30

uL, a protok mobilne faze 0,5 mLmin™.
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Slika 8. HPLC- Shimadzu CLASS-VP LC-10AVP sustav (Japan)

3.1.5.7. Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB)

Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB) koriSten je za provodenje procesa
proizvodnje bioetanola na poluc¢vrstom supstratu, 0dnosno na predobradenoj lignoceluloznoj
sirovini. HRCB je cilindri¢na posuda izradena od nehrdajuceg ¢elika opremljena sustavom za
pracenje temperature i tlaka te sustavom za regulaciju rotacije, ukupnog volumena 30 L.

Sterilizacija HRCB se vrsi direktnom parom.

Slika 9. Horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor
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3.1.5.8. Autoklav

Autoklav je koristen za sterilizaciju podloga, laboratorijskog posuda i pribora.

Slika 10. Autoklav

3.1.5.9. Ostala oprema

Od ostalog laboratorijskog pribora koriSteno je stakleno posude, plamenici, vorteks
mjesalica i zamrziva¢ za Cuvanje uzoraka i hidrolizata lignoceluloznih sirovina na temperaturi
-20°C.
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3.2. METODE
3.2.1. Odredivanje inhibitornog djelovanja furfurala

3.2.1.1. Priprema podloge

Pripremljena je podloga ukupnog volumena 2 L za 9 tikvica, ¢iji su sastavi podloga
prikazani u tablici 3. Tikvice su sterilizirane u autoklavu na 121 °C/30 min. U tikvici (800 mL
ukupnog volumena) s 300 mL podloge pripremljen je inokulum. Nakon §to je podloga
ohladena, u svaku od 8 tikvica je dodan razli¢it volumen furfurala ( 99%, Mr=96,06 gmol™,
p= 1,16 g ml™"), a zatim je sterilno dodano 20 mL inokuluma (10 % vol/vol) prethodno
uzgojenog na podlozi za uzgoj inokuluma (Tablica 3.). Na svaku je tikvicu stavljena vrenjaca

prethodno dezinficirana formaldehidom. Pracen je anaerobni proces u tikvicama kroz 8 sati.

3.2.1.2. Nadzor procesa alkoholnog vrenja

U svakom satu, ukljuc¢ujuéi 0. sat uziman je uzorak iz svake tikvice od 6 ml za kontrolu
(tikvicu s 0 gL™* furfurala) i 5 mL za ostale uzorke. 1z svakog se uzorka na spektrofotometru
o¢itavala adsorbancija na 600 nm, 0. i 1. razrjedenje (1 mL originalnog uzorka u 9 mL vode).
Originalni uzorak je vra¢an u kivetu i stavljan na centrifugiranje na 4500 min® kroz 15
minuta. Supernatant je odvajan i koristen za analizu pomocu tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (u daljnjem tekstu HPLC), dok je kiveta s nativnim uzorkom (0 gL furfurala)

stavljena na suSenje te je nakon toga gravimetrijski odredena masa nastale kvasceve biomase.
1. Odredivanje optic¢ke gustoce hranjive podloge

Izuzeti originalni uzorak stavljan je u kvarcne Kkivete i nakon ocitanja apsorbancije vra¢an
je u kivetu za daljnju analizu.
Da bi se pripremilo 1. razrjedenje, u epruvetu s 9 mL sterilne vode otpipetiran je 1 mL
originalnog (0. razjedenje) uzorka i dobro homogeniziran. Absorbancija uzoraka oéitavana je
na spektrofotometru, model ,,Cary 13E, Varian“ na valnoj duljini od 600 nm. Kod slijepe
probe nije dodan 1 mL uzorka ve¢ je dodana Cista sterilna podloga. Opticka gustoca uzorka

izraZena je kao razlika absorbancije uzorka i slijepe probe.
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2. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase kvasca

U osusene i izvagane kivete otpipetirano je 3, 4 ili 5 mL uzorka uzetog nakon svakog sata
uzgoja. Uzorak je centrifugiran 15 minuta na 4500 min™. Supernatant je primijenjen za
odredivanje koncentracije reducirajucih Secera (glukoze), te nastalog etanola i produkata
metabolizma kvasca. Kivete s talogom kvasceve biomase susene su na 75 °C do konstantne
mase. Ohladene kivete vagane su na analitickoj vagi, a dobivene mase biomase koristene su

za odredivanje njene koncentracije (X [gL™]) prema slijede¢oj ovisnosti;

m, —m
X=—=—" [ol7]
uz

Mok - Masa osusene kivete s biomasom,
Mk - Masa prazne suhe Kivete,

V2 - volumen uzorka

3. Priprema uzoraka za HPLC -analizu

Odmjereno je 700 pL supernatanta uzoraka i dodano 700 upL pripremljene 10%-tne
otopine ZnSOy (¢ija je svrha vezati proteine i neCistoce nastale tijekom procesa). Priprema je
radena u dvije paralele. Sadrzaj je dobro homogeniziran i ostavljen 20 minuta u mirovanju.
Nakon toga uzorci su stavljene na centrifugiranje na 20000 min™/10 min.

Volumen od 2 mL nastalog supernatanta prebacen je u odmjernu tikvicu od 10 mL, dodana je
destilirana voda do oznake i sadrzaj je dobro homogeniziran. Tako pripremljeni uzorci
filtrirani su kroz mikrobioloski filter (0,2 pm, Sartorius) i koristeni za HPLC-analizu.
Bazdarni dijagrami ovisnosti povrSine pika o koncentraciji analiziranih spojeva nalaze se u

Prilogu 1.

3.2.2. Uzgoj kvasca Saccharomysec cerevisiae na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina

u tikvicama

Pripremile su se podloge za uzgoj inokuluma, kontrolna podloga, te tri podloge
lignoceluloznih hidrolizata, ¢iji sastavi su prikazani u tablici 4, na kojima je uzgajan divlji soj
kvasca S. cerevisiae. U tri tikvice kao podloga sluzili su hidrolizati slame, oklasaka i

kukuruzovine, ¢iji su sastavi prikazani u tablici 2. Hidrolizati su predobradeni 1%-tnom
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sumpornom kiselinom na temperaturi 210 °C i tlaku od 20 bara i visokotlatnom parom, uz
vrijeme zadrzavanja od 5 minuta. Neutralizirani su kalcijevim hidroksidom (pH= 7) i stavljeni
na centrifugiranje na 5000 min™ kroz 10 min. 400 mL svakog odcentrifugiranog hidrolizata je
stavljeno u tikvice, dodane su soli i kvaséev ekstrakt te su tikvice zacepljene vrenjac¢ama. U
sve 4 tikvice (kontrolna i 3 s hidrolizatima) je nacijepljeno 20 mL inokuluma (5 vol/vol).
Sastav hidrolizata lignoceluloznih sirovina je prethodno odreden pomocu HPLC. Sastavi
podloga hidrolizata lignoceluloznih sirovina prikazani su u tablici 4.

Svakog sata sterilno su uzimani uzorci volumena 5 mL, te je odredivan ukupan broj stanica
nacjepljivanjem na Petrijeve zdjelice, 4. i 5. razrijedena. Pradena je potroSnja Secera i
nastajanje etanola HPLC analizom. U Tablici 3. je prikazan sastav podloge za inokulum i
kontrolne podloge. Obje podloge su sterilizirane na 121 °C/30 min. U podlogu za inokulum su
nacijepljene kolonije kvasca prethodno porasle na kosoj podlozi, a kasnije je inokulum
uzgojen u tikvici, koriSten kao inokulum za kontrolnu podlogu te hidrolizatne podloge.
Koncentracije Secera u kontrolnoj podlozi podesene su na navedene vrijednosti da bi se dobili

priblizni iznosi koncentracija istih Se¢era u lignoceluloznim hidrolizatima.

3.2.2.1. Odredivanje ukupnog broja stanica kvasca

Napravljeno je 4. i 5. razrjedenje u sterilnim uvjetima. Po 1 mL 4. i 5. razrjedenja je
nacijepljen na sterilne Petrijeve zdjelice sa sladnom podlogom koje su stavljene na inkubaciju

kroz 24 sata na 30 °C. Porasle kolonije su pobrojene te je odreden ukupan broj stanica.

3.2.2.2. Priprema uzorka za HPLC-analizu

U kivete za centrifugiranje odmjereno je oko 5 mL homogeniziranog uzorka i
stavljeno na centrifugiranje na 4500 min™* kroz 15 minuta. Supernatantu od 750 pL je dodano
750 pL 10 %-tne otopine cinkovog sulfata. Sadrzaj je dobro homogeniziran te ostavljen u
mirovanju 20 minuta. Nakon toga su uzorci centrifugirane na 10000 min™ kroz 10 minuta. S
obzirom da je u sastavu podloge mala koncentracija glukoze, nije bilo potrebno dodatno
razrjedenje vec¢ je nastali supernatant izravno filtriran preko mikrobioloskih filtera i stavljen
na analizu. Bazdarni dijagrami ovisnosti povrsine pika o koncentraciji analiziranih spojeva

nalaze se u Prilogu 1.
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3.2.3. Uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae u horizontalnom rotirajuéem cijevnom
bioreaktoru (HRCB)

U ovom istrazivanju koriSten je horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB) ukupnog
volumena 30 L. HRCB je prethodno steriliziran direktnom parom. KoriStena intervalna
rotacija, 12 minuta bioreaktor rotira brzinom okretaja 20 min™ , a ostalih 48 minuta miruje.
Kao podloga koristen je hidrolizat slame istog sastava kao podloga za uzgoj u Erlenmeyer
tikvici. Volumeni podloge iznosio je 5 L, a volumen nacijepljenog inokuluma 500 mL.
Sterilno su uzimani uzorci kroz 28 sati. Odredivan je ukupan broj stanica te potros$nja Secera i
koncentracija nastalog etanola pomo¢u HPLC, a postupci izvodenja navedenih analiza opisani
su poglavljima 3.2.2.1. i 3.2.2.2. Ponovljen je eksperiment s hidrolizatom oklasaka odnosno

hidrolizatom kukuruzovine kao podlogom pri istim uvjetima.

3.2.4. Odredivanje pokazatelja uspjeSnosti bioprocesa

Za izracunavanje pokazatelja uspjeSnosti biotehnoloSkog procesa koristene su sljedece

jednadzbe:

1. Potrosnja supstrata (AS)

AS= So-S [gL™]
So= koncentracija supstrata na pocetku uzgoja

S= koncentracija supstrata na kraju uzgoja

2. Prinos mase biomase (YX)

Y,= X - Xo [gL™]
Xo- koncentracija biomase na pocetku uzgoja

X - koncentracija biomase na kraju uzgoja

3. Prinos produkta (Yp)
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Y,==P-Po [gL™]
Po - koncentracija produkta na pocetku uzgoja

P - koncentracija produkta na kraju uzgoja

4. Koeficijent konverzije supstrata u biomasu (Y xs)

X—Xo
So-S

Y ws = [997]

5. Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Y ps)

P—P

Yes=_—  [o9]

6. Produktivnost (Pr)

Pr=i [gL™h]
t,- ukupno vrijeme trajanja uzgoja,

7. Specifi¢na brzina rasta biomase (1)

X=Xo* M
X- konac¢na koncentracija biomase,
Xo - pocetna koncentracija biomase,

At — interval vremena

b U

At Xo

8. Specifi¢na brzina odumiranja biomase (o)

ca= —*InZ [

9. Specificna brzina potrosnje supstrata (qs)

-gs=— —m - 2 [h™]

_Yx/s Yp/s

m= energija odrzavanja Zivotnih aktivnosti stanica [gg™*h™]

m= 0,012 h™ (literaturni podatak, Zeng i Deckerr., 1995.)

10. Specifi¢na brzina sinteze produkta vezanog uz rast (qp)
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gp= — [h™]

- Yp/x

Yp/s= masa proizvoda nastala po masi stanica [gg™]

11. Ucinkovitost procesa (E)

— Y p/s(stvarni) 4, 0
Y P/S (teorijski) 100 [/O]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U poglavlju 4.1. prikazani su rezultati ispitivanja utjecaja furfurala na rast kvaséeve
biomase, odnosno usporedivana je koncentracija biomase u podlozi bez furfurala i
koncentracija biomase u podlogama s razli¢itim pocetnim koncentracijama furfurala.
Grafovima je prikazana i promjena koncentracija glukoze i etanola tijekom vremena uzgoja,
odnosno usporedba vrijednosti koncentracija glukoze i etanola u podlogama s 0,1-5 gL™
furfurala u odnosu na vrijednosti koncentracije glukoze i etanola u neinhibiranoj podlozi.
Nakon svakog rezultata prikazanog dijagramom, slijedi detaljna rasprava i izracun pokazatelja

uspjesnosti procesa.

Poglavlje 4.2. sadrzi prikaz rezultata uzgoja kvasca i proizvodnje etanola na kontolnoj
podlozi i lignoceluloznim hidrolizatima u tikvicama iza kojeg slijedi rasprava o istima.
Prikazan je dijagram broja stanica u vremenu uzgoja u kontrolnoj poglozi i lignoceluloznim
hidrolizatima. S obzirom da se uzgojem u tikvicama na lignoceluloznim hidrolizatima

pokazalo da kvaSceva biomasa mozZe rasti u tim uvjetima, uzgoj se proveo u vecem mjerilu.

Poglavljem 4.3. prikazani rezultati uzgoja kvasceve biomase i proizvodnje etanola u
ve¢em myjerilu odnosno HRCB. Zasebnim dijagramima su prikazani sastavi lignoceluloznih
hidrolizata tijekom uzgoja tj koncentracije komponenata koje su analizirane. Nakon dijagrama
slijedi rasprava o istim te prikaz pokazatelja uspjesnosti procesa. Grafovima je prikazana

promjena ukupnog broja stanica kvasca tijekom ukupnog vremena uzgoja.
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4.1. ISPITIVANJE INHIBITORNOG DJELOVANJA FURFURALA NA KVASAC
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Uzgojem kvasca u podlogama s razli¢itim koncentracijama furfurala, pracen je utjecaj
inhibitornog djelovanja tog spoja na rast kvasceve biomase i nastajanje etanola (Slika 10.).
Koncentracija kvasceve biomase narasla u svakoj podlozi odredena je pomocu prethodno
napravljenih bazdarnih dijagrama ovisnosti opticke gustoce (A) o koncentraciji suhe tvari
biomase (X). Bazdarni dijagram nalazi se u Prilogu 1. Na slici 11 (a,b) prikazana je ovisnost
koncentracije biomase kod razli¢itih koncentracija furfurala o vremenu u odnosu na
koncentraciju biomase kvasca bez furfurala. Na slikama 12-18 prikazane su ovisnosti
potrosnje glukoze odnosno proizvodnje etanola kod razli¢itih koncentracija furfurala tijekom

uzgoja kvasca u odnosu na uzgoj bez furfurala.

N . .

g / 3 ) .
/ 2 = r 5 A T &

Slika 11. Uzgoj biomase kvasca kod razli¢itih koncentracija furfurala

Na slici 11 prikazana je promjena boje hranjive podloge nakon 24 sata uzgoja kvasca na
hranjivim podlogama s razli¢itim koncentracijama furfurala (0-5 gL™). Tijekom uzgoja
kvasca u podlogama s koncentracijama furfurala u intervalu od 0-0,5 gL zabiljezeno je
smanjenje intenziteta boje hranjive podloge kao posljedica potro$nje sastojaka hranjive
podloge. Navedena pojava pokazuje da kod tih koncentracija furfurala nije bila prisutna

znacajnija inhibicija furfuralom.
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10

X [gL]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

vrijeme [h]

—0=—0[g/Ll] ===0,1[g/L] ==>¢=0,5[g/L] =t=—1][g/L] =X=2[g/L]

Slika 12a. Promjene koncentracije biomase kvasca [X] tijekom uzgoja na podlozi bez i sa

razli¢itim po&etnim koncentracijama furfurala [ 0,1-2 gL™].

Iz slike 12a vidljivo je da kod uzgoja kvasca u podlozi bez furfurala je ostvaren prinos
biomase od 0,8 g odnosno 3,83 gL™ uz produktivnost procesa od 0,16 gL™h™. Tijekom
uzgoja kvasca na podlozi s 0,1 gL furfurala ostvareni su priblizno isti pokazatelji uspjesnosti
bioprocesa kao i kod uzgoja bez dodatka furfurala. Prethodno navedena promjena pokazuje da
koncentracija furfurala od 0,1 gL™ ima zanemariv inhibitorni udinak na rast divljeg soja
kvasca S.cerevisiae. Povecanje koncentracije furfurala u hranjivoj podlozi na 0,5 gL™
rezultiralo je vidljivim smanjenjem rasta kvasca $to pokazuje da ta koncentracija furfurala ima
inhibitorno djelovanje na rast biomase kvasca. Kod koncentracije furfurala od 0,5 gL™
zabiljezeno je smanjenje prinosa biomase Yx [2,62 gL™] od 20 % i produktivnosti bioprocesa
Pr [0,1 gL™h™] od 36 % u odnosu na produktivnost bioprocesa bez dodatka furfurala i
koncentracije furfurala od 0,1 gL™.

Povecanje koncentracije furfurala na 1 gL™ rezultiralo je daljnjim smanjenjem pokazatelja
uspjesnosti bioprocesa. Koncentracija biomase kvasca se smanjuje s vremenom §to pokazuje
inhibitorno djelovanje furfurala na rast divljeg soja kvasca S.cerevisiae. Nadalje,
produktivnost bioprocesa je iznosila 0,18 gL™h™ sto je 60% manje u odnosu na uzgoj kvasca
bez dodatka furfurala. Kod povecanja koncentracije furfurala na 2 gL'1 zabiljezeno je daljnje

smanjenje pokazatelja uspjesnosti bioprocesa uz sli¢ni trend promjene koncentracije biomase
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kvasca kao kod koncentracije furfurala od 1 gL™. Kod koncentracije furfurala od 2 gL™
zabiljezeno je smanjenje prinosa biomase od 80% u odnosu na uzgoj kvasca bez dodatka

furfurala.

10

X [gLl]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

vrijeme [h]

—O0—0[g/L] —T—3[g/L] ——4[g/L] ——5][g/L]

Slika 12b. Promjena koncentracija biomase kvasca [X] tijekom uzgoja na hranjivoj podlozi

bez i uz dodatak razli¢itih po&etnih koncentracija furfurala [3-5 gL™]

Na slici 12b prikazane su promjene koncentracije biomase kvasca bez i uz dodatak
furfurala u hranjivoj podlozi od 3-5 gL™. Iz prikazanih rezultata je vidljivo da poveéanje
koncentracije furfurala signifikantno inhibira rast divljeg soja kvasca S.cerevisiae. Smanjenje
produktivnost bioprocesa iznosilo je za 3 gL™ furfurala oko 86% odnosno za 4 i 5 gL™
furfurala preko 90% u odnosu na produktivnost bez dodatka furfurala. Na osnovi rezultata
ovog dijela istrazivanja moZe se zakljuditi da koncentracije furfurala ve¢e od 0,5 gL™

znacajno utjecu na rast divljeg soja kvasca S.cerevisiae.
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Slika 13. Promjene koncentracije glukoze [G] i etanola [EtOH] tijekom uzgoja kvasca u

podlozi bez i uz dodatak 0,1 gL™ furfurala

Na slici 13 prikazane su promjene koncentracije glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca u podlozi bez i uz dodatak 0,1 gL™ furfurala. 1z prikazanih rezultata je vidljivo da je
kod uzgoja s 0,1 gL™ furfurala zabiljezena manja koncentracija etanola odnosno veéa
koncentracija glukoze na kraju uzgoja Sto pokazuje da i ta relativno mala koncentracija
furfurala ima utjecaj na dinamiku odvijanja procesa alkoholnog vrenja, iako kod koncentracije
biomase nisu zabiljezene znacajne razlike tijekom uzgoja kvasca u podlozi bez 1 s dodatkom

furfurala od 0,1 gL™ .
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Slika 14. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfurala od 0,5 gL™

Na slici 14 prikazane su promjene koncentracije glukoze i etanola u hranjivoj podlozi
tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae bez i uz dodatak furfurala od 0,5 gL™ . Iz prikazanih
rezultata vidljivo je da je zabiljezen slican trend promjene koncentracije glukoze i etanola kao
kod uzgoja kvasca u hranjivoj podlozi s 0,1 gL™ furfurala. lako su kod uzgoja kvasca na
hranjivoj podlozi s 0,5 gL™ furfurala zabiljeZene neznatno veéa koncentracije glukoze
odnosno manja koncentracija etanola. Na osnovi ovih rezultata moze se zakljuciti da
koncentracija furfurala od 0,5 gL™ nije zna¢ajnije utjecala na dinamiku odvijanja alkoholnog

vrenja.
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Slika 15. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfuralaod 1 gL™

Na slici 15 prikazane su promjene koncentracije glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca S.cerevisiae bez i s dodatkom furfurala od 1 gL™. Rezultati ovog eksperimenta
pokazuju da je zabiljezeno znacajno smanjenje koncentracije etanola na kraju bioprocesa uz
priblizno sli¢nu koncentraciju glukoze kao kod eksperimenata s 0,1 i 0,5 gL furfurala.
Navedena pojava pokazuje da koncentracija furfurala od 1 gL™ uz to $to zna¢ajno smanjuje

rast biomase kvasca (slika 12a), takoder signifikantno smanjuje i proces sinteze alkohola.
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Slika 16. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfurala od 2 gL™

Na slici 16 prikazane su promjene koncentracije glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca S.cerevisiae bez i uz dodatak furfurala od 2 gL™. Na osnovi rezultata ovog
eksperimenta vidljivo je da je povecanje koncentracije furfurala u hranjivoj podlozi vezano uz
daljnje smanjenje koncentracije etanola odnosno povecanje koncentracije glukoze na kraju
bioprocesa. Navedena pojava je u skladu s utjecajem koncentracije furfurala od 2 gL na

promjenu koncentracije biomase kvasca (slika 12a).
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Slika 17. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfurala od 3 gL™

Na slici 17 prikazane su promjene koncentracije glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca S.cerevisiae u hranjivoj podlozi bez i uz dodatak furfurala od 3 gL™ . 1z prikazanih
rezultata moZe se zakljuciti da koncentracija furfurala od 3 gL™ znagajno utje¢e na dinamiku
odvijanja procesa alkoholnog vrenja, a Sto je u skladu s utjecajem te koncentracije furfurala na
rast biomase kvasca (slika 12b). Nadalje, kod te koncentracije furfurala zabiljeZeno je
neznatno povecanje pocetne koncentracije etanola koja je unesena u hranjivu podlogu s
inokulumom. Neznatno smanjenje koncentracije glukoze posljedica je njene potrosnje za rast

biomase i sintezu etanola.
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Slika 18. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfurala od 4 gL™

Na slici 18 prikazane su promjene koncentracija glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca S.cerevisiae u hranjivoj podlozi bez i uz dodatak furfurala od 4 gL™ . Na osnovi tih
rezultata moZe se zakljuditi da koncentracija furfurala od 4 gL znaajno utje¢e na rast
biomase kvasca (slika 12b), kao i na dinamiku odvijanja procesa alkoholnog vrenja.
Navedena pojava vidljiva je kroz ¢injenicu da nije doslo do povecanja koncentracije etanola

odnosno znacajnog smanjenja koncentracije glukoze na kraju bioprocesa.
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Slika 19. Promjena koncentracija glukoze [G] i etanola [EtOH] u hranjivoj podlozi bez i uz
dodatak furfuralaod 5 gL™

Na slici 19 prikazane su promjene koncentracija glukoze i etanola tijekom uzgoja
kvasca S.cerevisiae u hranjivoj podlozi bez i uz dodatak furfurala od 5 gL™. 1z prikazanih
rezultata je vidljivo da su zabiljeZena slicne promjene koncentracije glukoze i etanola kao i
kod uzgoja kvasca u hranjivim podlogama s 3 ili 4 gL™ furfurala (slika 17 i 18). Na osnovi
prethodno navedenog jasno je da koncentracija furfurala od 5 gL™ ima znaGajni utjecaj na rast

kvasca i sintezu alkohola.

38



4. Rezultati i rasprava

Tablica 4. Pokazatelji uspjesnosti procesa uzgoja kvasca S.cerevisiae i sinteze etanola kod

razli¢itih pocetnih koncentracija furfurala u hranjivoj podlozi

Koncentracija Prinos | Potrosnja Prinos Yx/s Yp/s Produktivnost
furfurala biomase | supstrata | etanola | [gg™] | [997] Pr [gL™h™]
[gL™] Yx[gL™] | AS[gL™] | Yp[gL™]

0 3,83 26,4 14,14 0,14 0,53 1,77
0,1 4 10,88 9,29 0,36 0,85 1,16
0,5 2,62 10,36 2,91 0,25 0,28 0,36

1 0 11,46 1,46 0 0,12 0,18

2 0 9,05 1,06 0 0,11 0,13

3 0 8,44 0,96 0 0,11 0,12

4 0 6,76 0,03 0 0,004 0,0038

5 0 5,98 0,23 0 0,03 0,03

Vrijednost koncentracije kod koje zapocinje inhibitorno djelovanje furfurala slaze se s
literaturnim podacima (Modig i sur., 2002). Potvrdeno je da furfural inhibira aktivnosti
enzima alkohol dehidrogenaze (ADH; EC 1.1.1.1), aldehid dehidrogenaze (ALDH; EC
1.2.1.5) i piruvat dehidrogenaze (PDH). Inhibicija ADH i ALDH furfuralom moze biti dobro
opisana konkurentnim modelom inhibicije, dok inhibicija PDH je najbolje opisana
nekonkurentnim model inhibicije (Modig i sur., 2002.). Mala koncentracija dobivenog

etanola, ponajprije pri ve¢im koncentracijama furfurala, dokaz je inhibicije navedenih enzima.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5. Specifi¢ne brzine rasta biomase kvasca, brzine potrosnje supstrata te nastajanja

produkta za hranjive podloge s razli¢itim pocetnim koncentracijama furfurala

Koncentracija Specificna brzina | Specifi¢na brzina Specificna Specifi¢na
furfurala [gL™] rasta stanica odumiranja brzina brzina
kvasca [ stanica kvasca a potrosnje nastajanja
[h™] [h] supstrataqs | produkta gp
[h™] [h]

0 0,03 / 0,241 0,0081

0,1 0,03 / 0,111 0,013

0,5 0,02 / 0,260 0,018
1 / 0,003 / /
2 / 0,031 / /
3 / 0,051 / /
4 / 0,054 / /
5 / 0,054 / /
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4. Rezultati i rasprava

4.2. ANAEROBNI UZGOJ KVASCA S.CEREVISIAE NA HIDROLIZATIMA
LIGNOCELULOZNIH SIROVINA U ERLENMEYER TIKVICAMA

U ovom dijelu istrazivanja proucavan je anaerobni uzgoj kvasca S.cerevisiae na
hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (pSeni¢na slama, kukuruzni oklasci i kukuruzovina).
Sastav tih lignoceluloznih sirovina odreden je metodama po NREL (Sluiter i sur., 2010.).
Rezultati analiza prikazani su u tablici 6 iz kojih je vidljivo da primjenjene sirovine u ovom
istrazivanju imaju uobiCajen sastav za tu vrstu sirovina. Da bi se navedene sirovine mogle
primijeniti u procesu proizvodnje etanola moraju proéi proces fizikalne predobrade koji je
uklju¢ivao proces usitnjavanja i mljevenja. Lignocelulozne sirovine nakon procesa fizikalne
predobrade imale su veli¢inu Cestica ispod 1 mm. Tako pripremljene lignocelulozne sirovine
podvrgnute su daljnjem procesu predobrade u visokotlatnom reaktoru na 210 °C, tlaku 20
bara, u 1%-tnoj otopini H,SO,4 u trajanju od 5 minuta. Sastav hidrolizata lignoceluloznih
sirovina odreden je pomoc¢u visokouc¢inkovite tekuc¢inske kromatografije (HPLC)., a rezultati
su prikazani u tablici 7. Iz prikazanih rezultata je vidljivo da je u sva tri hidrolizata
lignoceluloznih sirovina prisutno ukupno preko 10 gL™ eéera (glukoza, ksiloza i arabinoza).
Medutim, zabiljeZene su i relativno visoke koncentracije furfurala (> 1 gL™) $to pokazuje da
¢e biti prisutno njegovo inhibitorno djelovanje na proces alkoholnog vrenja kvasca. Da bi se
pospjesio rast kvasca hidrolizatu lignoceluloznih sirovina dodano je 1 gL™ (NH4),HPO, i

(NH,4)SO4 odnosno 1,5 gL™ kvascevog ekstrakta (izvor peptida, aminokiselina i vitamina).
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4. Rezultati i rasprava

Slika 20. Uzgoj kvasca S.cerevisiae na razli¢itim hranjivim podlogama:

a) glukozom, skilozom i arabinozom (kontrolna podloga); b) hidrolizatom kukuruznih

oklasaka; c) hidrolizatom kukuruzovine; d) hidrolizaom slame

Tablica 6. Sastav lignoceluloznih sirovina prije procesa predobrade

PsSeni¢na slama

Kukuruzni oklasci

Kukuruzovina

[9] % [d] % [d] %
[g/g slame] [9/g slame] [0/g slame]
Glukani 0,1748 43,7 0,141 35,26 0,1613 40,32
Ksilani 0,0873 21,83 0,1052 26,31 0,0655 16,38
Arabinani 0,01348 3,37 0,0145 3,63 0,0139 3,49
Octena kiselina | 0,0065 1,65 0,0174 4,35 0,01429 3,57
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 7. Sastav hidrolizata lignoceluloznih sirovina (hidrolizat dobiven predtretmanom
sirovina u laboratorijskom visokotlaénom reaktoru pri temperaturi od 210 °C, tlaku 20

bara, vremenu zadrzavanja 5 minuta te 1 % H>SO, kao katalizator)

Hidrolizat Slama Oklasci Kukuruzovina
Glukoza (gL ™) 7,19 4,42 4,65
Ksiloza (gL™) 2,54 6,03 5,85

Arabinoza (gL™) 0,86 1,0 1,11
Furfural (gL™) 1,78 1,03 1,4

Buduc¢i da su hidrolizati lignoceluloznih sirovina bile vrlo obojene i relativno viskozne
hranjive podloge (slika 20), za pracenje rasta biomase kvasca primijenjena je standardna
mikrobioloska metoda odredivanja broja stanica u hranjivoj podlozi. U ovom dijelu
istrazivanja kontrolna podloga za anerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae bila je hranjiva podloga
sastavljena od glukoze, ksiloze i arabinoze u koncentracijama sli¢nim kao kod hidrolizata
lignoceluloznih sirovina. Navedeni sastav kontrolne podloge treba omoguciti adekvatnu
usporedbu anaerobnog uzgoja kvasca s uzgojem na hranjivoj podlozi dobivenoj od

hidrolizata lignoceluloznih sirovina.
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Slika 21a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola u kontrolnoj podlozi

tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 21b. Promjene koncentracije mravlje, octene, i levulinske kiseline i glicerola odnosno
broja zivih stanica u kontrolnoj podlozi tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae u anaerobnim

uvjetima u Erlenmeyer tikvicama

Rezultati dobiveni anaerobnim uzgojem kvasca S.cerevisiae u kontrolnoj podlozi
prikazani su na slici 21 (a, b). 1z prikazanih rezultata je vidljivo da je doslo do sinteze etanola
uz potroSnju glukoze i ksiloze ali bez potrosnje arabinoze. Nadalje, koncentracije mravlje,
octene, levulinske kiseline i glicerola takoder su bile konstantne tijekom ovog relativno
kratkog trajanja bioprocesa. Ovo preliminarno istrazivanje imalo je za cilj definirati
sposobnost kvasca da koristi monosaharide iz hranjive podloge. Nadalje, rast biomase kvasca

vidljiv je kroz povecanje broja stanica kvasca (log N).
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Slika 22a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola na hranjivoj podlozi s
hidrolizatom kukuruznih oklasaka tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima

u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 22b. Promjene koncentracije mravlje, octene, i levulinske kiseline i glicerola odnosno
broja zivih stanica na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruznih oklasaka tijekom uzgoja

kvasca S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u Erlenmeyer tikvicama

Rezultati anaerobnog uzgoja S.cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom
kukuruznih oklasaka prikazani su na slici 22 (a,b). 1z prikazanih rezultata je vidljivo da je
kvasac poceo koristiti monosaharide iz hranjive podloge, a dodatno je ovaj proces usporen
prisutno$¢u furfurala u koncentraciji od 1,03 g/L™ (tablica 6). Prethodno navedena fizioloska
aktivnost kvasca S.cerevisiae je vidljiva kroz promjenu broja stanica kvasca. Navedeno
pokazuje da ¢e lag faza anaerobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae u HRCB-u biti produZzena
odnosno da ¢e ukupno trajanje procesa takoder biti povecano u odnosu na anaerobni uzgoj u

kontrolnoj podlozi i podlogama s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina.
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Slika 23a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola na hranjivoj podlozi s
hidrolizatom slame tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u Erlenmeyer

tikvicama
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Slika 23b. Promjene koncentracije mravlje, octene, i levulinske kiseline i glicerola odnosno
broja zivih stanica na hranjivoj podlozi s hidrolizatom slame tijekom uzgoja kvasca

S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u Erlenmeyer tikvicama

Na slici 23 (a,b) prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae na
hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame. U ovom eksperimentu zabiljezena je sli¢na
dinamika odvijanja bioprocesa kao i kod anaerobnog uzgoja kvasca u hranjivoj podlozi s

hidrolizatom kukuruznih oklasaka.
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Slika 24a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola na hranjivoj podlozi s
hidrolizatom kukuruzovine tijekom uzgoja kvasca S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u

Erlenmeyer tikvicama
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Slika 24b. Promjene koncentracije mravlje, octene, i levulinske kiseline i glicerola odnosno
broja zivih stanica na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine tijekom uzgoja kvasca

S.cerevisiae u anaerobnim uvjetima u Erlenmeyer tikvicama

Na slici 24 (a,b) prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae na
hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine. Dinamika odvijanja bioprocesa tijekom ovog
eksperimenta sli¢na je kao kod anaerobnog uzgoja kvasca u hranjivim podlogama ostala dva

hidrolizata lignoceluloznih sirovina (slike 22 i 23).

Nadalje, potrebno je istaknuti da su hranjive podloge s hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina sadrzavale razlicite inhibitore (furfural, octena, mravlja, levulinska kiselina) Sto je
takoder utjecalo na dinamiku odvijanja bioprocesa. Medutim, prikazani rezultat ovog dijela

istraZivanja je sposobnost kvasca da raste na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina.
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4. Rezultati i rasprava

4.3. ANEROBNI UZGOJ KVASCA S.CEREVISIAE NA HIDROLIZATIMA

LIGNOCELULOZNIH SIROVINA U HORIZONTALNOM ROTIRAJUCEM
CIJEVNOM BIOREAKTORU

Da bi se potvrdili rezultati istrazivanja u Erlenmeyer tikvicama, anaerobni uzgoj
kvasca S.cerevisiae proveden je u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru
(HRCB). HRCB je konstruiran za uzgoj na polucvrstim (ili ¢vrstim) supstratima kao §to su
bile hranjive podloge koje su sadrzavale hidrolizate lignoceluloznih sirovina. HRCB se u
ovom istraZivanju intervalno rotirao (12 minuta rotacija od 10 min™ i 48 minuta
mirovanje), a korisni volumen bioreaktora iznosio je 5 L. Prethodno navedeno u skladu je s

rezultatima prethodnih istrazivanja (Pavleci¢, 2013.).

4.3.1. Anaerobni uzgoj kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatima ps$eni¢ne slame

Rezultati uzgoja kvasca na poluévrstoj podlozi koja je sadrzavala hidrolizat pSeni¢ne slame

prikazani su na slici 25 (a,b).
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Slika 25a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola tijekom uzgoja

kvasca u HRCB na hranjivoj podlozi s hidrolizatom p$eni¢ne slame
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Slika 25b. Promjene koncentracije mravlje, octene i levulinske kiseline odnosno glicerola na

hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame tijekom uzgoja kvasca u HRCB

Iz prikazanih rezultata (slika 25a) vidljivo je da je potpuna potrosnja glukoze
registrirana u 25 sati uzgoja. Koncentracije ksiloze i arabinoze su gotovo nepromijenjene, $to
je iu skladu s o¢ekivanjima buduéi da Saccharomyces cerevisiae ne fermentira pentoze, $to je
u skladu s literaturom (van Maris i sur., 2006). Maksimalna koncentracija etanola od 2,3 gL™
uz neznatne koncentracije glicerola zabiljezena je na kraju uzgoja. Tijekom ovog istrazivanja
pracene su i promjene koncentracije mravlje, octene i levulinske Kiseline koje su produkti
hidrolize lignoceluloznih sirovina (slika 25b). Koncentracije navedenih Kiselina su se i

tijekom uzgoja su neznatno povecale kao posljedica aktivnosti kvasca, ali 1 mogucih

analitickih greSaka.

Tijekom anaerobnog uzgoja kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame
pracen je 1 broj stanica kvasca standardnim mikrobioloskim analizama. Medutim, zbog

analiticke pogreske dobiveni rezultati nisu reprezentativni, te nisu razmotreni.
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4.3.2. Anerobni uzgoj kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine

Rezultati anaerobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom
kukuruzovine u HRCB-u prikazani su na slikama 26 (a,b) i 26.
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Slika 26a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola tijekom uzgoja

kvasca u HRCB na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine
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Slika 26b. Promjene koncentracije mravlje, octene i levulinske kiseline odnosno glicerola

tijekom uzgoja kvasca u HRCB na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine

Iz dobivenih rezultata (slika 26 a i b), vidljiva je sli¢na dinamika odvijanja bioprocesa
kao i kod anaerobnog uzgoja kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame.

Glukoza je kao i kod prethodnog eksperimenta potroSena nakon 25 sati uzgoja.
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Slika 27. Promjena broja stanica kvasca (log N) tijekom uzgoja na hranjivoj podlozi s

hidrolizatom kukuruzovine u HRCB

Iz prikazanih rezultata na slici 27 vidljivo je signifikantno smanjenje broja stanica kvasca
tijekom prvih nekoliko sati anerobnog uzgoja na hranjivoj podlozi s hidrolizatom
kukuruzovine. Navedena pojava najvjerojatnije je posljedica prisutnosti sastojaka hidrolizata
kukuruzovine u hranjivoj podlozi koji inaktiviraju stanice kvasca a time utjecu i na dinamiku

odvijanja bioprocesa.
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4.3.3. Anaerobni uzgoj kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruznih
oklasaka

Rezultati anaerobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatom
kukuruznih oklasaka prikazani su slikama 28 (a, b) i 29.
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Slika 28a. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze i etanola na hranjivoj podlozi s

hidrolizatom kukuruznih oklasaka tijekom uzgoja kvasca u HRCB
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Slika 28b. Promjene koncentracije mravlje, octene i levulinske kiseline odnosno glicerola na

hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukruznih oklasaka tijekom uzgoja kvasca u HRCB

Iz prikazanih rezultata na slici 28 (a,b) vidljiv je sli¢an trend promjena nadziranih
parametara bioprocesa kao i kod anaerobnog uzgoja kvasca na hranjivoj podlozi s ostala dva

hidrolizata lignoceluloznih sirovina (slike 25 i 26).
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Slika 29. Promjene broj stanica kvasca (log N) na hranjivoj podlozi s hidrolizatom

kukuruznih oklasaka tijekom uzgoja kvasca u HRCB

Na slici 29 vidljivo je smanjenje broja stanica tijekom prvih nekoliko sati uzgoja kao
posljedica djelovanja sastojaka hidrolizata lignoceluloznih oklasaka na stanice kvasca, ali u
odnosu na hidrolizat kukuruzovine to smanjenje nije bilo toliko zna¢ajno §to je rezultiralo

dobivanjem najvece koncentracije etanola nakon 20 sati anaerobnog uzgoja (slika 28a).

U hidrolizatima lignoceluloznih sirovina koji su sluzili kao hranjiva podloga za uzgoj
kvasca u HRCB, nalaze se, uz furfural, octenu, mravlju i levulinsku Kiselinu, i ostali spojevi
koji nisu analiticki detektirani. Sinergisticko inhibitorno djelovanje tih spojeva na enzime
kvasca utjecalo je na proizvodnju etanola i rast kvasca. Nadalje, hidrolizati lignoceluloznih
sirovina sadrZe i suspendirane tvari koje takoder utje¢u na koncentraciju etanola odnosno

biomase kvasca.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 8. Pokazatelji uspjesnosti anaecrobnog uzgoja kvasca S.cerevisiae na hranjivim

podlogama s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina

Hranjiva podlogas | AS [gL™] | YploL™ | Yp/s[gg™l | PrlgL*h] E [%]
hidrolizatom

lignoceluloznih

sirovina
PSeni¢na slama 7,221 1,560 0,216 0,0678 42
Kukuruzovina 4,402 0,862 0,195 0,0330 38
Kukuruzni oklasci 3,469 0,661 0,190 0,0314 37

Iz podataka prikazanih u tablici 8, vidljivo je da su najveCe vrijednosti pokazatelja
uspjes$nosti anaerobnog uzgoja S.cerevisiae na  hranjivim podlogama s hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina zabiljezene kod uzgoja na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSenicne
slame. Medutim, potrebno je istaknuti da je neophodno daljnje optimiranje postupaka
predobrade lignoceluloznih sirovina kao i odabir novog soja radnog mikroorganizma koji ¢e

biti u stanju koristiti pentoze u svrhu povecanja uc¢inkovitosti bioprocesa.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi rezultata ovog istrazivanja izvedeni su Sljedeci zakljucci:

1. Termalni postupak (210 °C; 20 bar; 1% H>SO.; 5 min) predobrade lignoceluloznih
sirovina (pSeni¢na slama, kukuruzovina i kukuruzni oklasci) povezan je s
proizvodnjom inhibitora rasta (mravlje, octene i levulinske kiseline, furfurala itd.)

kvasca S.cerevisiae i proizvodnje etanola.

2. Istrazivanje utjecaja furfurala na rast kvasca S.cerevisiae i proizvodnju etanola u
koncentracijskom intervalu od 0-5 gL™ furfurala u hranjivoj podlozi pokazuje da
koncentracije furfurala veée od 0,5 gL™ signifikantno utjeéu na rast kvasca i

proizvodnju etanola.

3. Anaerobni uzgoj kvasca S.cerevisiae na hranjivim podlogama s hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina u Erlenmeyer tikvicama pokazuje sposobnost kvasca da
metabolizira odredene sastojke takve hranjive podloge odnosno da raste na podlogama

s relativno velikim koncentracijama inhibitora.

4. Anerobni uzgoj kvasca S.cerevisiae na poluévrstim hranjivim podlogama s
hidrolizatima lignoceluloznih sirovina pokazuje da su najvece vrijednosti pokazatelja
uspjesSnosti bioprocesa zabiljezene tijekom uzgoja kvasca na hranjivoj podlozi s

hidrolizatom pSeni¢ne slame. U tom uzgoju zabiljezene su ove vrijednosti pokazatelja

uspjesnosti bioprocesa: Yp/s = 0,261 gg*, Pr= 0,0678 gL*h™ i E= 42 %.

5. Unapredenje procesa proizvodnje etanola na hranjivim podlogama s hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina moguée je provesti kroz optimizaciju uvjeta provodenja
bioprocesa u HRCB-u, uvjeta termalne predobrade lignoceluloznih sirovina i
odabirom radnog mikroorganizma (geneti¢ki modificiranog kvasca ili bakterije) koji
ima sposobnost koriStenja pentoze odnosno visoku tolerantnost na inhibitore prisutne

u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina.

61



6. Literatura

6. LITERATURA

Mussatto S.1., Teixeira J.A., (2010) Lignocellulose as raw material in fermentation

processes, Formatex, Appl Microbiol Biotechnol, 897-907

Baptista, A., Ferreira, 1., Borges, J., (2013) Cellulose-based bioelectronic devices. U:
Cellulose-medical, pharmaceutical and electronic application, (van de Ven T., Godbout
L., ured.), (objavljeno online 29.kolovoza, 2013.), doi: 10.5772/56721

. Chen, W., Zhong, L. X., Peng, X. W., Wang, K., Chen, Z. F., & Sun, R. C., (2014).
Xylan-type hemicellulose supported palladium nanoparticles: a highly efficient and
reusable catalyst for the carbon—carbon coupling reactions, Catal Sci Technol, 4, 1426-
1435.

. Zakzeski J., Bruijnincx P.C.A., Jongerius A.J., Weckhuysen B.M., (2009) The Catalytic
Valorization of Lignin for the Production of Renewable Chemicals, (objavljeno online
ozijakm 2010.) doi: 10.1021/cr900354u

. Grabber J.H., (2005) How Do Lignin Composition, Structure, and Cross-Linking Affect
Degradability? A Review of Cell Wall Model Studies, Crop Sci 45, 820-831.

. SunY. I ChengJ., (2002) Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production:

a review, Bioresour Technol 83, 1-11.

. Parawira W, Tekere M., (2011) Biotechnological strategies to overcome inhibitors in

lignocellulose hydrolysates for ethanol production: review, Crit Rev Biotechnol 31, 20-31.

Lonsane B.K., Saucedo-Castaneda G., Raimbault M., Roussos S., Viniegra-Gonzalez G.,
Ghildyal N.P., Ramakrishna M., Krishnaiah M.M., (1992) Scale-sp strategies for solid

state fermentation systems, Process Biochem 27, 259-273.

9. Perez J., Munoz-Dorado J., de la Rubia T., Martinez J., (2002) Biodegradation and
biological treatments of cellulose, hemicellulose and lignin: an overview, Int Microbiol
5, 53-63.

62



10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

6. Literatura

. Hamelick C. N., van Hooijdonk G. i Faaji A. P.C., (2005) Ethanol from lignocellulosic
biomass: techno-economic performance in short-, middle- and long-term, Biomass
Bioenergy, 28, 384-410.

Yang B., Wyman E. C., (2008) Pretreatment: the key to unlocking low-cost cellulosic
ethanol, Biofuel Bioprod Bior 2, 26-40.

Rowell R. M., Pettersen R., Tshabalala M.A., (2005) Cell wall chemistry. U: Handbook
of wood chemistry and wood composites, drugo izdanje, Taylor & Francis Group ,
London, New York, str. 35-74

Sjostrom E., (1993) Wood polysaccharides. U: Wood chemistry: Fundamentals and

applications, drugo izdanje, Elsevier, Amsterdam, str. 54-70

Fengel D. i Wegener G., (1984) Wood —chemistry, ultrastructure, reactions (Belgacem
M. N., Gandini A., ured.), Elsevier , Amsterdam, str. 289-300

Hendriks A. T. W .M. , Zeeman G., (2009) Pretreatments to enhance the digestibility of

lignocellulosic biomass, Bioresour Technol 100, 10-18.

Kumar P., Barrelt M. D., Delwiche J. Michael, Stroeve P., (2009) Methods for
pretreatment of lignocellulosic biomass for efficient hydrolysis and biofuel production,
Ind. Eng. Chem. Res. (objavljeno online 20.0zujka 2009) doi: 10.1021/ie801542¢

Alvira P., Tomas-Pejo E., Ballesteros M., Negro M.J., (2009) Preatreatment technologies
for an efficient bioethanol production process based on enzymatic hydrolysis: A review,

Bioresour Technol 101, 4851-61

Mosier N. i sur. (2005) Optimization of pH controlled liquid hot water pretreatment of

corn stover, Bioresour Tecnol 96, 1986- 1993.

Silverstein i sur., (2008) A comparison of chemical pretreatment methods for improving

saccharification of cotton stalks, Bioresour Technol 98, 3000-11.

63



20

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

6. Literatura

. Taherzadeh M., Karimi K.,(2007) Acid-based hydrolysis processes for ethanol from

lignocellulosic materials: a review, BioResources 2, 472-99.

Garcia-Aparicio Prado M., Ballesteros I., Gonzalez A., Oliva J. M., Ballesteros M.,
Negro J., (2006) Effect of Inhibitors Released During Steam-Explosion Pretreatment of
Barley Straw on Enzymatic Hydrolysis, Appl Biochem Biotechnol Vol. 129-132.

Zheng Y., Pan Z., Zhang R., (2009) Overview of biomass pretreatment for cellulosic
ethanol production, Int J Agric & Biol Eng 2(3), 51-68

Galbe M. i Zacchi G., (2002) A review of the production of ethanol from softwood, Appl
Microbiol Biotechnol. 59, 618-628.

Demirbas A.,(2008) The importance of bioethanol and biodiesel from biomass, Energ
Source 3, 177-85.

Yu Y., Lou X., Wu H., (2008) Some recent advancesin hydrolysis of biomass in hot-
compressed water and its comparisons with other hydrolysis methods, Energy Fuels 22,
46-60.

Saha i sur., (2005) Dilute acid pretreatment, enzymatic saccharification and fermentation
of wheat straw to ethanol, Process Biochem. 40, 3693-3700.

Harmsen P., Lips S., Bakker R., (2013) Pretreatment of lignocellulose for

biotechnological production of lactic acid, Food and Biobased research, 5-19.
Klinke, H.B., Thomsen, A.B., Ahring, B.K., (2004) Inhibition of ethanol-producing yeast

and bacteria by degradation products produced during pre-treatment of biomass, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 66, 10-26.

64



29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

6. Literatura

. Palmqvist E., Hahn-Héagerdal B., (2000) Fermentation of lignocellulosic hydrolysates. II:

inhibitors and mechanisms of inhibition, Bioresour Technol 74, 25-33.

Modig T., Liden G., Taherzadeh M. J., (2002) Inhibition effects of furfural on alcohol
dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase and pyruvate dehydrogenase, Biochem. J. 363,
769-776.

Pavle¢i¢ M. (2013) Proizvodnja etanola na razli¢itim meduproduktima Secerne repe i
matematicko modeliranje tih procesa. Doktorska disertacija. SveuciliSte u Zagrebu,

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet.

Olofsson K., Bertilsson M., Liden G., (2008) A short review on SSF — an interesting
process option for ethanol production from lignocellulosic feedstocks (objavljeno online
1.svibnja, 2008.) doi:10.1186/1754-6834-1-7.

van Maris A.J.A, Abbott D.A., Bellissimi E., van den Brink J., Kuyper M., Luttik
M.A.H., Wisselink W.H., Scheffers W.A., van Dijken J.P., Pronk J.T.,(2006) Alcoholic
fermentation of carbon sources in biomass hydrolysates by Saccharomyces cerevisiae:

current status, Antonie van Leeuwenhoek 90, 391-418.

Olsson L., Hanh- Hégerdal B., (1996) Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for
ethanol production, Enzyme Microb. Technol. 18, 312-331.

Zeng, A.P., Deckwer W.D., (1995) A kinetic model for substrate and energy consumption

of microbial growth under substrate-sufficient conditions, Biotechnol. Prog. 11, 71-79

Sluiter J.B., Ruiz R.O., Scarlata C.J., Sluiter A.D., Templeton D.W., (2010)
Compositional Analysis of Lignocellulosic Feedstocks. 1. Review and Description of
Methods, J. Agric. Food Chem. 58, 9043-9053

65



7. PRILOG 1

U ovom poglavlju prikazani su bazdarni dijagrami

7. Prilozi

1,2

0,8 y=0,272x - 0,1238
R® = 0,0862
< 0,6

0,4
0,2

2,5 3 3,5 4 4,5
X(gL")

Slika 30. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji biomase

2500000,0

2000000,0

1500000,0
: 1000000,0 R? = 0,9931
500000,0

00 @(}/C/O

-500000,0

yglukoza (g L)

y =201051x - 25424

12

Slika 31. Bazdarni dijagram ovisnosti povrsine o koncentraciji glukoze
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Slika 32. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine o koncentraciji ksiloze
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Slika 33. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine o koncentraciji arabinoze
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Slika 34. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine o koncentraciji etanola
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Slika 35. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine o koncentraciji mravlje kiseline
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Slika 36. Bazdarni dijagram ovisnosti povr§ine o koncentraciji octene kiseline
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Slika 37. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine o koncentraciji glicerola
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Slika 38. Bazdarni dijagram ovisnosti povr$ine o koncentraciji levulinske kiseline
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