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Sazetak:
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Bioethanol is an important renewable energy source that has great potential to replace fossil
transportation fuels. Large quantities of cheap industrial and agricultural residues are the ideal raw
materials for the production of biethanol, whereby their disposal prevents environmental pollution. Wheat
straw is a good example of such raw materials that can be applied in the production process of bioethanol.
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1.UVvOD

Svijet se danas suocava sa progresivnim troSenjem izvora energije, koji su uglavnom
bazirani na neobnovljivim gorivima (ugljen, nafta, prirodni plin). Intenzivno koristenje fosilnih
goriva dovodi do generiranja otpadnih plinova (uglji¢ni monoksid, uglji¢ni dioksid, sumporni
dioksid) koji se ispustaju u atmosferu $to uzrokuje promjene u globalnoj klimi (Sanchez i
Cordona, 2008). Lignocelulozna biomasa predstavlja obecavajucu sirovinu i obnovljiv izvor
energije za funkcioniranje modernog industrijskog drustva (Anwar i sur., 2014). Znacajna
koli¢ina otpadnih nusproizvoda generira se kroz poljoprivrednu proizvodnju (Pérez, Munoz-
Dorado de la Rubia; Martinez, 2002). Kroz uporabu obnovljivih izvora energije ¢ovjecanstvo
moze do¢i do alternativnog rjeSenja za energetske potrebe bez negativnog utjecaja na okolis
(Sanchez 1 Cordona, 2008). Veéina poljoprivredne lignocelulozne biomase ima 10-25 %
lignina, 20-30 % hemiceluloze i 40-50 % celuloze (lgbal i sur., 2011; Kumar i sur, 2009;
Malherbe i Cloete, 2002). Atraktivna alternativa za proizvodnju bioetanola je pSeni¢na slama.
PSenica je najraSireniji usjev u vise od 150 zemalja te raste u Sirokom rasponu okoli$nih uvjeta
(Talebniai sur., 2010). Bioetanol je gorivo proizvedeno iz obnovljivih sirovina, danas jos uvijek
najve¢im dijelom i1z kukuruza i Se€erne trske ili repe, ovisno o geografskom podrucju (Ivanci¢
Santek i sur., 2016). Zbog sloZenosti procesa proizvodnje, cijena etanola proizvedenog iz
lignoceluloznih sirovina je dva do tri puta veca od cijene etanola dobivenog iz Secerne trske,
odnosno od cijene benzina (Balat i Balat, 2009). Proces fermentacije moguce je provoditi uz
pomo¢ razliCitth mikroorganizama kao S§to su bakterije, kvasci 1 plijesni. Jedan od
najproucavanijih i najkoristenijih kvasaca je Saccharomyces cerevisiae koji ima sposobnost
sinteze etanola kao glavnog proizvoda fermentacije (Tesfaw i Assefa, 2014). Jedan od glavnih
nedostatatka proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina je sto kvasac S. cerevisiae ima
sposobnost metaboliziranja samo odredenih monosaharida i disaharida kao §to su glukoza,
fruktoza, manoza i saharoza, a nema sposobnost koriStenja pentoza koje nastaju tijekom
hidrolize hemiceluloze (npr. ksiloza i arabinoza) (Sanchez i Cordona, 2008). Primjenom tehnika
geneti¢kog inZenjerstva nastoje se poboljsati svojstva mikroorganizama koji se ve¢ primjenjuju
u fermentaciji etanola. Mikroorganizmima s visokom celulaznom aktivno$¢u poboljSavaju se
fermentacijska svojstva, a mikroorganizmima sa zadovoljavaju¢im fermentacijskim svojstvima
dodaju se celuloliti¢ka i/ili hemiceluloliti¢ka aktivnost (Ivanci¢ Santek i sur., 2016). Glavni
izazov procesa proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina je proces predobrade. Cilj

predobrade je smanjenje stupnja kristali¢nosti celuloze i povecanje frakcije amorfne celuloze.
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Nadalje, predobradom vecina hemicelulozne frakcije trebala bi se razgraditi dok bi lignin trebao

biti osloboden ili ¢ak razgraden (Sanchez i Cordona, 2008).

Cilj ovog rada bio je provesti predobradu pSeni¢ne slame s razli¢itim koncentracijama
fosforne kiselina (Whzpo, = 0,5; 1,05 1,5; 2,0 %) pri razliCitim temperaturama i vremenima
zadrzavanja, te odrediti optimalne uvjete predobrade psSeni¢ne slame. Nadalje, predobradena
pSeni¢na slama koriStena je kao sirovina za Sarzni proces proizvodnje bioetanola pomocu
divljeg soja kvasca S. cerevisiae i geneticki modificiranog soja kvasca S. cerevisiae Y9 u
Erlenmeyer tikvicama. Nakon definiranja optimalnih uvjeta bioprocesa pri kojima se ostvaruje
najveci udio fermentabilnih Se¢era uz najmanji udio inhibitora fermentacije proveden je Sarzni
proces proizvodnje bioetanola pomocu geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 u

horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB).
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. BIOGORIVA

Fosilna goriva imaju Siroku primjenu kao izvor energije zbog svoje velike energetske
vrijednosti i visoke kvalitete izgaranja. Medutim, zalihe fosilnih goriva svakim danom se sve
vise iscrpljuju $to predstavlja veliki problem Covjecanstva 21. stolje¢a (Hassan i Kalam, 2013).
Nestabilna cijena goriva i petrokemijskih sirovina, te potreba za sigurnijom dobavom energije
pridonjeli su povecanju proizvodnje alternativnih goriva, tzv. biogoriva. Biogoriva se dobivaju
preradom obnovljivih izvora energije, biomase, koja je najstariji izvor energije i predstavlja
skupni pojma za brojne proizvode biljnog i Zivotinjskog porijekla (Ivani¢ Santek i sur., 2016).
Biomasa (drvece, ostatci poljoprivredne industrije, brzorastuce trave, vodene biljke) predstavlja
vaznu sirovinu za kemijsku industriju (Naik i sur., 2010). Nadalje, biomasa se upotrebljava u
kucanstvima za grijanje i kuhanje, proizvodnju elektri¢ne energije i topline, te sve viSe u
proizvodnji biogoriva: etanola, metanola, biodizela (Pavleci¢ i sur., 2012). Bioetanol se smatra
jednim od najvaznijih obnovljivih izvora energije koji ima moguc¢nost djelomi¢ne zamjene
fosilnih goriva (Kang i sur., 2014). Svjetska proizvodnja biogoriva se od 2007. do 2012. godine
povecala sa 50 milijardi litara na preko 100 milijardi litara (Kang i Apells, 2014.). Prema nekim
istrazivanjima godiSnja proizvodnja bioetanola na svjetskoj razini do 2020. godine mogla bi
premasiti 125 milijardi litara (Demirbas, 2007). Ovisno o vrsti koriStene biomase biogoriva se
dijele u 3 skupine: biogoriva prve generacije (biogoriva proizvedena iz biomase bogate Secerom
i Skrobom), biogoriva druge generacije (biogoriva proizvedena iz lignocelulozne biomase) i
biogoriva tre¢e generacije (biogoriva proizvedena iz biomase mikroorganizama i algi) (Nigam
i Singh, 2011).

2.1.1. Bioetanol : karakteristike i upotreba

Etanol se moze proizvesti petrokemijskim 1 fermentacijskim postupkom.
Petrokemijski ili sintetski etanol je etanol sintetiziran iz etilenskih sirovina (Pavleci¢, 2012).
NajceS¢e se primjenjuje u industrijske svrhe za sintezu drugih spojeva kao Sto su octena

Kiselina, butadien, etilni klorid (Mills i Ecklund, 2007). Fizikalno-kemijske karakteristike
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bioetanola i benzina znac¢ajno su razlicite. Energetski sadrzaj bioetanola iznosi 21,2 MJ/litri, a
benzina 31,2 MJ/litri. Prema tome bioetanol ima 67 % energije koju sadrzi benzin te zbog toga
bioetanol smanjuje snagu motora za oko 33 % u usporedbi s benzinom. Medutim, kada se
bioetanol koristi u relativno malim koncentracijama u smjesi sa fosilnim gorivom (tj. E-5 ili E-
10) ovaj efekt je visestruko smanjen (Zavargo i sur., 2008). Za razliku od benzina, etanol dobro
provodi elektricnu struju, vrlo Cisto izgara te se na ventilima ne stvaraju talozi i necistoce.
Temperatura paljenja i latentna toplina isparavanja etanola znatno su vece nego za benzin, zbog
Cega alkoholna goriva slabije isparavaju, §to uzrokuje probleme pri pokretanju vozila pri niskim
temperaturama. U odnosu na benzin, etanol ima vecu oktansku vrijednost i mnogo je
korozivniji. Molekula etanola sadrzi kisik, S$to omogucava potpunije sagorijevanje
ugljikovodika, smanjenje emisije staklenickih plinova (ugljikova monoksida i dusikovih

oksida) te toksi¢nosti aromatskih spojeva (Ivan¢i¢ Santek i sur., 2016).

Bioetanol se proizvodi fermentacijom sirovine, a primjenjuje se kao pogonsko gorivo
u smjesi s benzinom ili ¢ist. U smjesama s benzinom upotrebljava se bezvodni etanol minimalne
gistoce od 99,5 % - 99,8 % (Ivani¢ Santek i sur., 2016). Od 70-ih godina proslog stoljeca u
SAD-u i Brazilu etanol se mijeSa sa benzinom u razli¢itim udjelima i koristi kao pogonsko
gorivo za automobile. Medutim, njegova primjena je ograni¢ena samo na vozila koja su
prilagodena radu na etanol ili smjesu benzina 1 etanola. Smjese sa manjim udjelom etanola
mogu se primjeniti u veéini suvremenih automobila pogonjenih benzinom, dok smjese s vise
od 20 % (v/v) etanola zahtjevaju preinake na motoru. U SAD-u se najc¢esce koristi E-85 (smjesa
od 85 % bioetanola i 15 % benzina), dok u Brazilu E-25 (smjesa od 25 % bietanola i 75 %
benzina). Na europskom trzistu koristi se E-5 ili E-10 (smjesa od 5-10 % bioetanola) te za
razliku od E-25 ili E-85 ne zahtjeva preinake na motoru. Najveci svjetski proizvodaci i potrosaci
bioetanola su SAD i Brazil. U SAD-u vise od 95 % etanola proizvedeno je iz kukuruza dok je
u Brazilu glavna sirovina za proizvodnju bioetanola Secerna trska zbog njezine dobre prilagodbe
na tamosnje tlo i vremenske uvjete (Sanchez i Cordona, 2008). U nekim gradovima Svedske,
koja je najveci europski proizvodac etanola, etanol se koristi kao gorivo za pogon autobusa

javnog prijevoza.

2.1.2.Proizvodnja biogoriva iz sirovina prve generacije

Tri najvaznije skupine biogoriva prve generacije su biodizel, bioetanol i bioplin (Naik

I sur., 2010). Biodizel je zamjena za dizel i proizvodi se kroz transesterifikaciju biljnih ulja,
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otpadnih ulja i masti Zivotinjskog porijekla. Kao glavna sirovina za proizvodnju bioetanola
koristi se Se¢erna trska u obliku tr§¢anog soka ili melase (nusproizvod u proizvodnji Secera). S
obzirom da se radi o sirovinama koje su izvor saharoze nije potrebna nikakva predobrada

supstrata Sto uvelike smanjuje trosak cijelog procesa proizvodnje (Sanchez i Cordona, 2008).

2.1.3.Proizvodnja biogoriva iz sirovina druge generacije

Sirovina za proizvodnju biogoriva druge generacije je lignocelulozna biomasa koja
predstavlja obilan, jeftin i dostupan izvor. Za razliku od biogoriva prve generacije, proizvodnja
biogoriva iz lignoceluloznih sirovina ne konkurira proizvodnji hrane i nije uzro¢nik oscilaciji
cijene prehrambenih proizvoda (Rezi¢ i sur., 2016). lako su jeftinije od Secernih i $krobnih
sirovina, proizvodnja biogoriva iz lignoceluloznih sirovina danas jo$ uvijek nije isplativa zbog
velikog broja tehnickih nedostataka bioprocesa (Naik i sur., 2010). U biogoriva druge

generacije spadaju etanol, butanol, biodizel itd.

2.2. SIROVINE ZA PROIZVODNJU BIOETANOLA

Sirovine znacajne za industrijsku proizvodnju bietanola su : sirovine bogate Se¢erima
(melasa, Secerna repa, Secerna trska), odnosno skrobom (kukuruz i kukuruzne preradevine) i
lignocelululozne sirovine (ostaci drvene biomase, poljoprivredni ostaci). Razina kompleksnosti

proizvodnje bioetanola ovisi o kori$tenoj sirovini.

2.2.1. Secerne sirovine

U industrijskoj proizvodnji bioetanola od Secernih sirovina koriste se melasa, pulpa
Secerne repe 1 trske, ugusceni sok Secerne repe, sulfitna luzina, hidrol ili razli¢iti vo¢ni sokovi.
NajceSce koriStena Secerna sirovina za proizvodnju bioetanola je Se¢erna trska u formi trS¢anog
soka ili melase (nusproizvod proizvodnje Secera, Cordona i Sanchez, 2008). U Brazilu se 79 %
Secera proizvodi iz soka Secerne trske dok se ostatak proizvodi iz Se¢erne melase (Wilkie i sur.,
2000). Najcesce koristeni mikroorganizam za proizvodnju bioetanola iz Secernih sirovina je
kvasac Saccharomyces cerevisiae zbog sposobnosti hidrolize saharoze do heksoza (glukoze i

fruktoze) koje moze lako asimilirati. Mnoge SeCerane uz postrojenje za proizvodnju Secera
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imaju i postrojenje za proizvodnju bioetanola. Nusproizvodi proizvodnje $ecera iz Seerne repe
(melasa 1 repini rezanci), kao i meduprodukti proizvodnje Secera (rijetki 1 gusti sok) mogu se
takoder primjeniti za proizvodnju bioetanola (Henke i sur., 2005). U Brazilu se najcesce
primjenjuje Melle-Boinotov $arzni postupak s pritokom supstrata (70 - 80 %) koji se provodi
na nacin da se po zavrsetku fermentacije biomasa kvasca izdvaja centrifugiranjem, dezinficira
dodatkom sumporne kiseline te se ponovno upotrebljava u narednoj fermentaciji (Sanchez i
Cordona, 2008).

2.2.2. Skrobne sirovine

Skrob je polimer D-glukoze, te se sastoji od 30 % dugih ravnolan¢anih molekula
amiloze spiralno uvijenih u obliku heliksa i priblizno 70 % razgranatih molekula amilopektina.
Za razliku od proizvodnje bioetanola iz Secernih, proizvodnja etanola iz $krobnih sirovina
zahtjeva odredene procese predobrade. Tradicionalno hidroliza $kroba se provodila kiselinama,
medutim danas se u tu svrhu koriste amiloliti¢ki enzimi (npr. o i p amilaze) zbog njihove velike
specifi¢nosti i blagih uvjeta reakcije (Cordona i Sanchez, 2008). U zemljama Sjeverne Amerike
1 Europe Skrobne sirovine, kukuruz i pSenica, naj¢eSce se upotrebljavaju u proizvodnji

bioetanola.

2.2.3. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine predstavljaju najrasprostranjeniju i najjeftiniju sirovinu za
proizvodnju bioetanola s obzirom da predstavlja otpad iz razli¢itih industrija. Proizvodnja
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina nije komercijalizirana, ali postoji nekoliko pilot
postrojenja (Thomsen i sur., 2008). Zbog slozenosti procesa proizvodnje etanola iz
lignocelulozne sirovine cijena gotovog proizvoda jos uvijek je veca od cijene etanola dobivenog
iz Secerne trske, Sec¢erne repe ili kukuruza. Medutim, zbog rasta cijene sirovine koje se
upotrebljavaju u proizvodnji hrane i krmiva poput kukuruza, pSenice i SeCerne trske upravo
lignocelulozna biomasa postaje sve vaznija sirovina (Ivanéi¢ Santek i sur., 2016).
Lignocelulozne sirovine prije fermentacije zahtjevaju fizikalno — kemijski predtretman nakon
¢ega slijedi enzimska hidroliza. Danas postoje brojna istrazivanja s ciljem razvoja procesa

proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina u velikom mjerilu. Glavni limitirajuéi faktor
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u razvoju industrijskog procesa proizvodnje je visok stupanj kompleksnosti lignoceluloznih
sirovina §to je povezano sa njihovom prirodom i strukturom. Upravo zbog toga proces
proizvodnje bietanola iz lignoceluloznih sirovina jos uvijek je vrlo slozen, energetski zahtjevan

1 nedovoljno razvijen (Cordona i Sanchez, 2008).

2.2.3.1. Grada lignoceluloznih sirovina

Lignocelulozne sirovine sastoje se iz tri glavna polimera: celuloze (CeH1005)n (30 -50
% suhe tvari), hemiceluloze (CsHg04)m (20 — 30 % suhe tvari) i lignina CoH1003(OCH3)0,9-1,7)n
(10 — 25 % suhe tvari). Takoder sadrze manje koli¢ine pektina, proteina, ekstraktivnih tvari i
pepela. Struktura lignoceluloznih materijala je vrlo kompleksna, a sastav joj ovisi 0 vrsti

lignocelulozne sirovine (Chandel i sur., 2012).

Celuloza je linearni polimer D-glukoznih jedinica povezanih B-1,4-glikozidnom
vezom pri ¢emu su prisutne kristalicne i amorfne strukture polimera celuloze. Celuloza je
najzastupljeniji polimer i prosje¢no ¢ini 40-50 % njene mase (Chandel i sur., 2012). Hidroksilne
skupine u lancima celuloze formiraju vodikove veze unutar istog lanca (intramolekulske
vodikove veze) te izmedu paralelno poslozenih lanaca (intermolekulske vodikove veze). Velik
broj vodikovih veza odgovoran je za visok stupanj kristali¢nosti nativne celuloze. Manji dio
celuloze je u amorfnom obliku 1 podloZniji enzimskoj hidrolizi od kristalicne strukture
(Hendriks i Zeeman, 2009; Laureano — Perez i sur., 2005). Lanci celuloze medusobno povezani
vodikovim vezama tvore tzv. osnovna vlakna koja mogu sadrzavati i do 36 celuloznih lanaca
(Mutwil, 2008; Somerville, 2006). Osnovna celulozna vlakna povezana su u mikrovlakna ¢ija
duljina i dijametar ovisi o vrsti biljke i tkiva (Chinga — Carrasco, 2011). Celulozna mikrovlakna
medusobno su povezana hemicelulozom, te su prekriveni ligninom koji daje mehanicku

¢vrstocu stani¢noj stijenci (Slika 1.).

Hemiceluloza je heteropolisaharid sastavljen od linearnih i razgranatih lanaca
polimera sastavljenih od od pentoznih jedinica monosaharida (ksiloze i arabinoze) i heksoznih
jedinica monosaharida (manoze, glukoze, galaktoze) i Secernih kiselina (4-O-metil-
galakturonska kiselina), Za razliku od celuloze, hemiceluloza ima amorfnu strukturu i lako se
hidrolizira razrijedenim kiselinama i luzinama. U lignoceluloznoj sirovini celuloza i lignin
medusobno su ¢vrsto vezani upravo zahvaljujuc¢i hemicelulozi koja se nalazi izmedu lignina i

celuloze i ponasa kao ,,ljepilo (Chandel i sur., 2012).
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Lignin je makromolekulski polifenol sloZene grade i heterogenog sastava. Nalazi se u
stani¢noj stijenci biljaka vezan za celulozna vlakna u tzv. lignocelulozni kompeks. Graden je
od fenilpropanskih jedinica pretezno kumaril alkohola, koniferil alkohola i sinapil akohola koji
su medusobno povezani razli¢itim vrstama kemijskih veza. Sloj lignina tvori nepropusnu
prepreku u stani¢noj stijenci te daje biljci mehanicku ¢vrstocu i fizicku zastitu od oksidacijske

I mikrobne razgradnje.
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Slika 1. Grada lignocelulozne sirovine (Menon i Rao, 2012).

2.3. BIOTEHNOLOSKA PROIZVODNJA BIOETANOLA

Etanol proizveden iz lignocelulozne biomase spada u drugu generaciju biogoriva.
Zbog slozenosti procesa proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina cijena gotovog
proizvoda jo$ uvijek je veca od cijene etanola dobivenog iz Secerne trske, Secerne repe ili
kukuruza. Ukupnim troskovima proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina najvise
pridonose cijena i transport sirovina do proizvodnog pogona, odnosno troskovi proizvodnje
enzima za hidrolizu lignoceluloznih sirovina (Rezi¢ i sur., 2016). Bioproces proizvodnje
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina objedinjava sljede¢e operacije: odabir i kontrola kvalitete

sirovina; predobrada sirovina (predtretman); enzimska hidroliza sirovina (saharifikacija);
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detoksifikacija; izbor mikroorganizma; bioproces u bioreaktoru (fermentacija); izdvajanje i

prociséavanje proizvoda (destilacija, rektifikacija, dehidratacija) (Slika 2.).

lignocelulozna sirovina

predobrada

—

kemijska predobrada
(kiselinska'alkalna)

Slika 2. Shema proizvodnje bioetanola na lignoceluloznim sirovinama (Asgher i sur., 2014).
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2.3.1. Predobrada lignocelulozne sirovine

Zbog kompleksnog sastava lignoceluloznih sirovina prethodno je potrebno provesti
odgovarajuci proces predobrade kako bi se mogla izvesti u¢inkovita enzimska hidroliza. Glavni
zadatak postupka predobrade je izdvajanje lignina, djelomic¢na ili potpuna hidroliza
hemiceluloze i razbijanje kristalicne strukture celuloze s ciljem poveéanja dostupnosti celuloze
enzimima. Prinos hidrolize celuloze je manji od 20 % teorijskog prinosa ukoliko proces
predobrade nije izveden. Nakon provedenog procesa preobrade prinos dostize 90 % teorijskog
(Cordona i Sanchez, 2008). Proces predobrade prestavlja 33 % od ukupnog troSka cijelog
procesa proizvodnje Sto ukazuje na vaznost razvijanja razlic¢itih metoda predobrade kako bi se
smanjila cijena cijelog procesa proizvodnje bioetanola. Tijekom posljednih godina razvijen je
velik broj postupaka koji se primjenuju u prethodnoj obradi lignocelulozne sirovine: fizikalni
(mehani¢ko usitnjavanje, piroliza, zraenje gama zrakama, ekstruzija, ekspanzija, tretman
parom), fizikalno — kemijski (autohidroliza, eksplozija vlakana s amonijakom, CO: ili parom),
kemijski (ozonoliza, kiselinska hidroliza (fosforna, sumporna, klorovodi¢na, dusi¢na kiselina),
alkalna hidroliza (natrijev ili kalijev hidroksid), ekstrakcija otapalima, oksidativna
delignifikacija) i bioloski (mikroorganizmi i enzimi). Medutim, neke od navedenih metoda jos§

uvijek nisu ekonomski isplative ili tehnicki izvedive u velikom mjerilu.

Primjenom fizikalnith metoda predobrade povecava se povrSina lignoceluloznih
sirovina, djelomi¢no ili potpuno hidrolizira hemiceluloza te smanjuje kristali¢nost celuloze.
Nedostatci fizikalnin metoda predobrade su slabo izdvajanje lignina te velika potrosnja

energije.

Kemijske metode predobrade lignoceluloznih sirovina takoder osiguravaju povecanje
povrsine i pora sirovine, smanjuju stupanj polimerizacije, djelomicno ili potpuno hidroliziraju
hemicelulozu te djelomi¢no razgraduju lignin. Zbog povoljne cijene anorganskih kiselina, za
proces proizvodnje bioetanola najée$ée se primjenuje postupak predobrade razrijedenim ili
koncentriranim kiselinama. Postupak predobrade koncentriranim kiselinama provodi se na
sobnoj temperaturi pri ¢emu se hidrolizira do 90 % suhe tvari sirovine. Medutim, za
regeneraciju i reciklaciju kiseline potrebno je utroSiti relativno veliku koliCinu energije i
vremena, a kapitalni tro§kovi opreme su takoder visoki (oprema je izlozena ubrzanoj koroziji

zbog djelovanja kiselina, Rezi¢ i sur., 2016). Osim toga, uporaba koncentriranih Kkiselina
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rezultira razvojem toksi¢nih spojeva tj. inhibitora hidrolize i procesa fermentacije u odnosu na
uporabu razrijedenih kiselina. Zbog navedenih nedostataka mnogo je popularnija uporaba
razrijedenih kiselina, osobito u industrijskom mjerilu. Ova metoda se moze provesti na visoj
temperaturi (180 °C) u kra¢em razdoblju ili na neSto nizoj temperaturi (120 °C) kroz duze
razdoblje (30-90 min). Predobrada razrijedenim kiselinama takoder se moze provesti
kombinacijom visoke i niske temperature. Kombinacijom se postize da nize temperature
sprjecavaju nastanak furana i organskih kiselina (octena, mravlja, levulinska kiselina), dok vise

temperature omogucavaju vecu dostupnost celuloze enzimima (Cordona i Sanchez, 2008).

Primjenom razli¢itih bioloskih metoda predobrade smanjuje se udjel lignina,
djelomi¢no se hidrolizira celuloza i smanjuje stupanj polimerizacije. Prednosti bioloskih
metoda su mali utroSak energije te ucinkovita hidroliza. U bioloSkoj predobradi koriste se
razlicite vrste gljiva i bakterija ¢ijim rastom na lignoceluloznom supstratu dolazi do razgradnje

lignina i hemiceluloze.

2.3.2. Enzimska hidroliza lignocelulozne sirovine

Nakon predobrade, s ciljem oslobadanja fermentabilnih Secera iz celuloze 1
hemiceluloze, naj¢esce se koristi enzimska hidroliza lignoceluloznih sirovina koja se provodi
uz pomo¢ celulolitickih enzima. Za razliku od kemijske hidrolize s kiselinama, enzimska
hidroliza se provodi u umjerenim uvjetima (temperatura, tlak), pri kojima ne nastaju
nusproizvodi koji imaju toksi¢no djelovanje na radni mikroorganizam, te su ekoloski
odrzavanjem sterilnih uvjeta (Hu i sur., 2010). Celulaze su visoko specifi¢ni enzimi koji
hidroliziraju B-1,4 - glikozidnu vezu u celulozi pri ¢emu kao produkt hidrolize nastaje glukoza.
Skupinu celulaza ¢ine tri vrste enzima: 1,4—B-D-glukan-4-glukanohidrolaze (EC 3.2.1.4.),
egzoglukanaze koje ukljucuju 1,4-B-D-glukan-glukanohidrolaze (celodekstrinaze) (EC
3.2.1.74.) i 1,4-B-D-glukan-celobiohidrolaze (celobiohidrolaze, EC 3.2.1.91.) i B-glukozidaza
(EC 3.2.1.21.). Endoglukanaze nasumicno cijepaju amorfna podrucja celuloznog lanca
oslobadajuc¢i oligosaharide. Egzoglukanaze djeluju na reduriraju¢e i nereducirajuce krajeve
polisaharidnog lanca, pri ¢emu nastaje glukoza (glukanohidrolaze) 1 celobioza
(celobiohidrolaze). B-glukozidaze hidroliziraju topljivi celodekstrin i celobiozu do glukoze
(Ivancié¢ Santek i sur., 2016).

11
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2.3.3. Mikroorganizmi u proizvodnji bioetanola

U komercijalnoj proizvodnji bioetanola najce$¢e se koristi kvasac Saccharomyces
cerevisiae zbog visokog prinosa etanola, visoke produktivnosti te sposobnosti rasta pri visokim
koncentracijama Secera i etanola (Kang i Appels, 2014; Ivan¢i¢ Santek i sur., 2016). Jedan od
glavnih problema u proizvodnji bioetanola iz lignoceluloznih sirovina je S$to kvasac
Saccharomyces cerevisiae ima mogucnost fermentacije samo odredenih monosaharida i
disaharida kao $to su glukoza, fruktoza, maltoza i saharoza, odnosno nema moguc¢nost direktne
asimilacije celuloze i hemiceluloze. Nadalje, pentoze dobivene tijekom hidrolize hemiceluloze
(uglavnom ksiloza) kvasac S. cerevisiae ne moze asimilirati (Sanchez i Cordona, 2008).
Provedena su mnoga istrazivanja u svrhu optimizacije proizvodnje bioetanola sa vise
obecavaju¢im kvascima i bakterijama kao radnim mikroorganizmima. Bakterija Zymomonas
mobilis ima sposobnost rasta pri vi§im koncentracijama etanola (do 16 % v/v) te kiselina i
SeCera, tipi¢nim inhibitorima prisutnima u hidrolizatu biomase $to ¢ini ovu bakteriju vrlo
popularnom za industrijsku primjenu (Kang i Appels, 2014). Takoder, postiZe se vec¢a brzina
fermentacije s Zymomonas mobilis u usporedbi s kvascem Saccharomyces cerevisiae.
Medutim, unato¢ svim prednostima bakterije Zymomomas mobilis pred kvascem S. cerevisiae
bakterija, isto kao i kvasac, nema sposobnost koriStenja pentoza odnosno ne moze
metabolizirati C5 — Seéere kao $to su ksiloza i arabinoza, vazne komponente lignoceluloznog
hidrolizata (Kang i Apples, 2014). Jedan od nacina prevladavanja navedenog problema je
koristenje DNA — tehnologije odnosno metoda genetickog inzenjerstva (Sanchez i Cordona,
2008). Drugi nacin rjeSavanja problema je koristenje ko-kulture dvije razli¢ite vrste kvasaca
(Azhar i sur., 2017). Geneticki modificirane vrste kvasaca koriste se za simultanu fermentaciju
pentoza i heksoza do etanola. Razvijaju se fuzijom protoplasta kvasca S. cerevisiae i kvasca
koji ima sposobnost fermentacije ksiloze kao $to je P. tannophilus, C. shehatae i P. stipitis
(Kumari i Pramanik, 2013). Geni za enzime, ksiloza reduktaza i ksilitol dehidrogenaza, iz
P.stipitis insertirani su u kvasac S. cerevisiae kako bi se razvila vrsta kvasca koja ima
sposobnost fermentacije ksiloze. Tako geneticki modificirana vrsta kvasca ima sposobnost
konverzije celuloze do etanola mnogo brze u usporedbi sa nemodificiranim odnosno divljim

sojem kvasca (Azhar i sur., 2017).
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2.3.4. Tehnike vodenja procesa proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina primjenjuju se razlic¢iti na¢ini
provodenja bioprocesa u bioreaktoru: odvojena hidroliza i fermentacija, simultana hidroliza i

fermentacija i visoko integrirani bioprocesni sustav.

2.3.4.1. Odvojena hidroliza i fermentacija (eng. Separate Hydrolysis and Eermentation -
SHF)

Uobicajena konfiguracija bioprocesa koja se Kkoristi za fermentaciju hidrolizata
predobradene lignocelulozne sirovine je dvostupanjski proces odnosno proces u kojem se
hidroliza celuloze i fermentacija vr$e odvojeno. U prvom stupnju predobradena lignocelulozna
sirovina podvrgava se enzimskoj hidrolizi koriStenjem celuloliti¢kih enzima (endo- i egzo-
glukanaza, B-glikozidaza), a fermentacija heksoza u tekucoj fazi provodi se u drugom stupnju
koriStenjem konvencionalnih kvasaca (Rezi¢ i sur., 2016). Optimalne vrijednosti parametara
bioprocesa ovise o: vrsti sirovine, provedenom postupku predobrade, koriStenim enzimima,
osobinama radnog mikroorganizma i konstrukcijskim osobinama bioreaktora (Taherzadeh i
Karimi, 2007; Limayem i Rickie, 2012). Glavna prednost dvostupanjskog procesa je §to se
svaki korak odnosno i hidrolize i fermentacije moze voditi u optimalnim uvjetima s obzirom da
se bioproces provodi u odvojenim bioreaktorima (Taherzadeh i Karimi, 2007). Nedostatak
procesa je nakupljanje produkata hidrolize koji uzrokuju inhibiciju povratnom spregom (eng.
feedback inhibition) te mogu¢nost kontaminacije ukoliko proces hidrolize traje duzi vremenski

period.

2.3.4.2. Simultana hidroliza i fermentacija (eng. Simultaneous Saccharification and
Eermentation - SSF)

SSF proces se intenzivo proucava S ciljem smanjenja inhibicije produkata hidrolize.
Naime, u ovom procesu celulaze i mikroorganizmi dodaju se u isti bioreaktor, te tako stanice
radnog mikroorganizma mogu metabolizirati glukozu koja nastaje tijekom hidrolize celuloze.
Na taj nacin sprjecava se inhibitorno djelovanje Secera na celulaze. Za odvijanje SSF procesa

neophodno je koristenje razrjedenog medija kako bi se postigla odgovarajuéa reoloska svojstva
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Sto rezultira time da je koncentracija finalnog proizvoda niska. Buduc¢i da se bioprocesi vode
kod nizih temperatura od optimalne temperature za aktivnost celuloliti¢kih enzima potrebno je
primjeniti veée koli¢ine enzima za oSecerenje sirovine §to poskupljuje proces proizvodnje

(Rezi¢ i sur., 2016).

2.3.4.3. Visoko integrirani bioprocesni sustav (eng. Consolidated Bioprocessing, CBP)

Visoko integrirani bioprocesni sustav je sustav u kojem se produkcija celulaza,
hidroliza supstrata i fermentacija provode u jednom stupnju. U tu svrhu moze se koristiti Cista
kultura ili mjeSovita kultura mikroorganizama. Medutim, jo$ uvijek nije pronaden
mikroorganizam pogodan za primjenu u ovom sustavu proizvodnje. Primjenom tehnika
genetickog inzenjerstva nastoje se konstruirati sojevi kvasca S. cerevisiae s velikom

celulolitickom aktivno$éu uz istovremenu konverziju dobivenih $eéera u etanol (Ivanéi¢ Santek

i sur., 2016).

2.4. NASTANAK INHIBITORA TIJEKOM PROCESA PREDOBRADE
LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Tijekom procesa predobrade, kako bi se kasnije postigla dobra enzimska razgradnja
celuloze, koriste se ekstremni uvjeti kao Sto su poviSene temperature i tlakovi, s ciljem
uklanjanja hemiceluloze i lignina iz lignoceluloznog materijala (Jonsson i sur., 2016). S
visokim stupnjem topivosti razgradnje hemiceluloze (manjim dijelom i celuloze) i lignina
dolazi do daljnje degradacije ovih produkata pod utjecajem ekstremnih uvjeta u kojima se vodi
proces predobrade (Jonsson i Martin, 2015). Koli¢ina i svojstva nastalih spojeva, od kojih
mnogi imaju inhibitorni ué¢inak na aktivnost enzima i radni mikroorganizam, ovisi 0 odabranoj
metodi, uvjetima predoobrade, kao i sastavu lignocelulozne sirovine (Jonsson i Martin, 2015;
Olsson i Hahn—Hégerdal, 1996; Jiang i sur., 2016). Komponente koje se mogu ponasati kao
inhibitori mikroorganizama ukljucuju fenolne 1 aromatske komponente, alifatske kiseline, furan
aldehide, alkohole i druge produkte fermentaciije (Jonsson i sur., 2016). Proces predobrade
kiselinama, koji ukljucuje ekstremne temperature, rezultira nastajanjem i oslobadanjem velikog

broja komponenata koje mogu djelovati inhibirajuc¢e (Palmgqvist i sur., 2000) (Slika 3.)
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hemiceluloza celuloza licnin
CH,COOH 2
octena kiselina 71\
CHO CHO CHO CHO
H OH HO H H———0H H———0H
HO H HO H HO——<—H HO——3—H
H—t—OH H—t—0OH HO—f—H H—}—OH
CHOH H—t+—0OH H———0OH H———0H
CH,OH CH,OH CH,OH
ksiloza (1) manoza (2) galaktoza (4) glukoza (5)
\ \ HCOOH ’/ \ HyC—— C— CHy— CH,— COOH
(6) . (8) hidroksimetilfurfural (7) (9)
mravlja
furfural kiselina levulinska kiselina

Slika 3. Inhibitori koji nastaju tijekom hidrolize lignoceluloznih sirovina (Palmquvist i
Hahn-Hégerdal, 2000).

Razgradnjom hemiceluloze oslobadaju se monomerne jedinice ksiloze, manoze,
glukoze, galaktoza i octena kiselina Pri visokim temperaturama i tlakovima ksiloza se dalje
razgraduje do furfurala. Sli¢no, nastaje i 5-hidroksimetilfurfural (HMF) degradacijom heksoza
(Palmgquvist 1 sur., 2000). Furfural i HMF djeluju na nacin da inhibiraju rast stanice i prinos
etanola (Ask i sur., 2013). Furan aldehidi inhibiraju metabolizam kvasca redukcijom enzimske
I bioloske aktivnosti uzrokujuéi oksidativna ostecenja stanice (Allen i sur., 2010; Modig i sur.,
2002; Sanchez i Bautista, 1998). Octena kiselina ne nastaje degradacijom Secera nego je rezultat
hidrolize acetilnih grupa hemiceluloze (Jonsson i sur., 2016). Pod utjecajem ekstremnih uvjeta,
kao S§to su visoke temperature i duze vrijeme zadrzavanja, tijekom provodenja predobrade,
HMF se dalje degradira do levulinske i mravlje kiseline (Jonnson i sur, 2016; Fengel i Wegener,
1989). Isto kao i HMF, furfural je takoder podlozan daljnjoj razgradnji do mravlje kiseline
(Danon i sur., 2013). Fenolni spojevi uglavhom nastaju iz lignina tijekom hidrolize

lignocelulozne sirovine (Jiang i sur., 2016). Utjecaj fenolnih i drugih aromatskih komponenata,

15



Teorijski dio

koji mogu inhibirati rast stanice kvasca i smanjiti prinos proizvoda odnosno etanola, je razli¢it
I ovisan o specifi¢noj funkcionalnoj grupi. Jedan od mogucih mehanizama je da fenolne
komponente interferiraju sa stanichom membranom i mjenjaju omjer lipida i proteina u
membrani (Keweloh i sur., 1999). Osim toga, kvasac S. cerevisiae moze konvertirati neke
inhibitore do manje toksi¢nih komponenata, kao npr. do koniferil alkohola koje moze reducirati
do koniferil akohola i dihidrokoniferil alkohola (Larsson i sur., 2000). Inhibitorni ucinak
takoder imaju 1 razliCite anorganske komponente koje mogu biti prisutne u lignoceluloznom
hidrolizatu a potjeCu od lignocelulozne sirovine, kemikalija koje su koriStene tijekom
provodenja predobrade, sa procesne opreme ili su rezultat ekstremnih uvjeta hidrolize (Jonsson
i sur., 2013). Prisutnost anorganskih komponenata rezultira ve¢im osmotskim tlakom $to djeluje

inhibitorno na radni mikroorganizam (Wadskog i Adler; 2003; Helle i sur., 2003).

16



Eksperimetalni dio

3. EKSPERIMENTALNI DIO
31 MATERIJALI

3.1.1. Sirovina

Lignocelulozna sirovina koriStena za izradu ovog diplomskog rada bila je pSenicna
slama s 92,8 % suhe tvari, podrijetlom iz Hrvatskog Zagorja (Slika 4.). U ovom istrazivanju

odreden je sastav sirovina prije i poslije procesa njihove predobrade u visokotla¢nom reaktoru.

Slika 4. PSeni¢na slama usitnjena mlinom ¢eki¢arom.
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3.1.2. Kemikalije

Tablica 1. Cisto¢a i podrijetlo kemikalija za pripravu otopina i standarda koristenih u

eksperimentima.

Kemikalija Cistoca Proizvodac
celobioza p.a. Molekula, UK
D-(+)-glukoza p.a. Kemika, Hrvatska

D-(+)-ksiloza

> 99%, za biokemiju

Roth, Njemacka

L-(+)-arabinoza

za mikrobiologiju

Kemika, Hrvatska

levulinska kiselina p.a. Sigma-Aldrich, Njemacka
octena kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
mravlja kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
furfural p.a. Sigma-Aldrich, Njemacka
cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
demineralizirana voda p.a. Hrvatski zavod za transfuzijsku
medicinu, Hrvatska
fosforna kiselina p.a., za HPLC Fluka, Njemacka
fosforna kiselina 85%, p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska
sumporna kiselina min 96 %, p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev hidroksid 50 %, tehnicki Proizvodnja gasenog vapna, Hrvatska
natrijeva luzina p.a. Kemka, Hrvatska
diamonijev fosfat (DAP) p.a Kemika
diamonijev sulfat (DAS) p.a Kemika
kvaséev ekstrakt p.a Merck
etanol p.a. Gram-Mol d.o.o. Hrvatska

18




Eksperimetalni dio

3.1.3. Radni mikroorganizam

Kao radni mirkoorganizam koriStena su dva razliCita soja kvasca: divlji soj kvasca
Saccharomyces cerevisiae te geneti¢ki modificirani soj kvasca Saccharomcey cerevisiae, Soj

Y9 iz zbirka mikroorganizama Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.4. Hranjive podloge

Sastavi hranjivih podloga koriStenih u ovom istraZivanju opisani su u daljnjem tekstu
te su prikazani u obliku tablica (Tablica 2., Tablica 3.). Uz sastav naveden u tablicama, u svaku
su podlogu naknadno dodane hranjive soli diamonijev fosfat i diamonijev sulfat, kao izvori
dusika i fosfora. Osim soli, dodan je i kvaséev ekstrakt kao izvor aminokiselina, vitamina i

ugljikohidrata.

3.1.4.1. Hranjiva podloga za odriavanje Ciste kulture kvasca Saccharomyces cerevisiae

Cista kultura divljeg soja kvasca Saccharomyces cerevisiae i geneti¢ki modificiranog
kvasca Saccharomyces cerevisie Y9 odrzavana je na koso sladnom agaru koji se priprema

dodatkom 20 gL™! agara sladovini.

3.1.4.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae u Erlenmeyer
tikvicama

Sastav podloga koristenih za uzgoj inokuluma naveden je u tablici 2., dok su sastavi
kontrolnih podloga navedeni u tablici 3.. Za uzgoj greneticki modificiranog soja kvasca
Saccharomyces cerevisiae Y9 koriStene su kontrolne podloge koje su sadrzavale glukozu i

ksilozu (kontrolna podloga 1), odnosno samo ksilozu (kontrolna podloga 2) kao izvore ugljika.
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Tablica 2. Sastav hranjive podloge za uzgoj inokuluma kvasca Saccharomyces cerevisiae

(divlji soj i geneticki modificirani kvasac S. cerevisiae Y9).

Podloga (sastav) Podloga za inokulum
Glukoza (gL™Y) 15
Diamonijev fosfat (DAP) (gL™?) 1
Diamonijev sulfat (DAS) (gL ™) 1
Kvaséev ekstrakt (gL™?) 1,5

Tablica 3. Sastav kontrolnih hranjivih podloga za uzgoj geneti¢ki modificiranog kvasca S.

cerevisiae Y9 (kontrolna podloga 1, kontrolna podloga 2).

Podloga (sastav) Kontrolna Kontrolna
podloga 1 podloga 2
Glukoza (gL™?) 10 0
Ksiloza (gL™?) 10 10
Diamonijev fosfat (DAP) (gL™) 1 1
Diamonijev sulfat (DAS) (gL™) 1 1
Kvaséev ekstrakt (gL?) 1,5 1,5

Kao hranjive podloge za uzgoj kvasca Sacharomyces cerevisiae (divlji tip i soj Y9) u

Erlenmeyer tikvicama korisSteni su hidrolizati pSeni¢ne slame dobiveni razli¢itim postupcima

predobrade pSeni¢ne slame. Hidrolizatima pSeni¢ne slame dodane su soli diamonijev fosfat i

diamonijev sulfat u koncentracijama od 1 gL, te kvaséev ekstrakt u koncentraciji od 1,5 gL™.

Sastav hidrolizata pSeni¢ne slame koristenih za uzgoj divljeg soja kvasca S. cerevisiae prikazani

su u tablici 4., dok su sastavi hidrolizata psSenic¢ne slame koriStenih za uzgoj geneticki

modificranog soja kvasca S. cerevisiae, soj Y9 prikazani u tablici 5.
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Tablica 4. Sastav pseni¢ne slame (PS) dobivene predobradom pomocu fosforne kiseline pri uvjetima temperature od 180 °C i 200 °C i vremenu

zadrzavanja od 1 min i 5 min u visokotla¢nom reaktoru.

Uvjeti predobrade Yolukoza Yksiloza Yarabinoza Yfurani Ymravlja kiselina | Yoctena kiselina | Ylevulinska kiselina
[gL™] [gL™] [oL™] [oL™] [oL™] [gl] [oL™]
PS/180 °C/1 min/2,0 % H3PO4 3,86 9,24 1,69 0,37 0,95 1,03 0,00
PS/200 °C/5 min/2,0 % H3PO4 5,55 2,96 0,62 0,85 1,11 0,82 0,16

*PS — pSeni¢na slama (izraZena kao suha tvar)

Tablica 5. Sastav pseni¢ne slame (PS) dobivene predobradom pomoc¢u fosforne kiseline pri uvjetima temperature od 160 °C do 200 °C i vremenu

zadrzavanja od 5 min i 10 min.

Uvjeti predobrade Yglukoza Yksiloza Yarabinoza Yturani Ymravljakiselina | Yoctena kiselina | Ylevulinska kiselina
[oL™] [oL™] [oL] [oL] [oL] [g1"] [oL]
PS/160 °C/5 min/2,0 % H3PO4 2,35 9,07 1,65 0,14 0,72 0,76 0,00
PS/200 °C/5 min/2,0 % H3PO4 5,55 2,96 0,62 0,85 1,11 0,82 0,16
PS/160 °C/10 min/2,0 % H3PO4 3,75 6,08 1,24 0,052 0,83 0,73 0,00
PS/180 °C/10 min/2,0 % H3PO4 4,23 8,00 1,52 0,39 1,02 1,03 0,00
PS/200 °C/10 min/2,0 % H3PO4 4,09 3,12 0,56 1,03 0,86 0,98 0,13

*PS — pSeni¢na slama (izraZzena kao suha tvar)
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3.1.4.3. Hranjiva podloga za uzgoj geneti¢ki modificiranog kvasca S. cerevisiae, soy Y u
horizontalnom rotirajuéem cijevnom bioreaktoru (HRCB-u)

Kao hranjiva podloga za uzgoj geneticki modificiranog kvasca Saccharomyces
cerevisiae Y9 u HRCB-u koriSten je hidrolizat pSeni¢ne slame predobraden pri uvjetima
temperature od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 10 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0
%. Sastav dobivenog hidrolizata pseni¢ne slame bio je: glukoza: 4,23 gL, ksiloza: 8,00 gL,
arabinoza: 1,52 gL, mravlja kiselina: 1,02 gL!, octena kiselina: 1,03 gL}, levulinska kiselina:
0,00 gL™?, furfural: 393,03 mgL* uz dodatak glukoze u koncentraciji od 10 gL %, soli diamonijev
fosfat (DAP) i diamonijev sulfat (DAS) u koncentracijama od 2 gL te kvas¢evog ektrakta u
koncetraciji od 1,5 gLt
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3.1.5. Aparature i uredaji
3.1.5.1. Mlin cZekicar

Za usitnjavanje lignocelulozne sirovine (pSeni¢na slama) koristen je mlin ¢ekicar — tip
NA45. Mlin pokreée trofazni motor (Slika 5.). Kapacitet mljevenja u zrnu iznosi 300 kgh™ dok
kapacitet mljevenja u klipu iznosi 250 kgh™. Ovaj mlin ima dvije vrste sita koja su veli¢ine 12
1 5 mm. Za usitnjavanje pSeni¢ne slame tijekom izrade ovog diplomskog rada koristeno je sito

veli¢ine 5 mm.

Slika 5. Mlin ¢ekicar — tip NA45 (Megameta d.o.o., Nedelisc¢e, Hrvatska).

3.1.5.2. Visokotlaéni reaktor

Sirovina (pSeni¢na slama; 500 g suhe tvari) stavlja se u metalnu perforiranu koSaru
koja se nalazi u reaktoru zapremnine 20 litara. Potom se ulijeva 10 litara fosforne kiseline (w
Hgpo, = 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 %) i sadrZaj se pomijeSa. Nakon toga se reaktor, prikazan na slici 6.,
zatvara. Nakon zatvaranja reaktora ukljucuje se sustav na kontrolnoj jedinici, ¢ime zapocinje
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grijanje spremnika koji sadrzi termicko ulje. Termicko ulje se grije u drugoj reaktorskoj posudi
preko 3 elektri¢na grijaca snage 1,0 kW dok se reaktor za predobradu sirovine grije vru¢im
termickim uljem preko plasta. Ukljuc¢ivanjem sustava ukljucuje se i integrirana pumpa koja
omogucuje cirkulaciju termickog ulja kroz cijeli sustav uz jednoli¢no zagrijavanje smjese preko
plasta reaktora. Nadzor procesa provodi Se mjerenjem temperature ulja, temperature tekuéeg
dijela i temperature pare nastale tijekom zagrijavanja i tlaka u reaktoru sa sirovinom. Kada se
postignu zadani uvjeti temperature i tlaka pare u reaktoru, zapocinje mjerenje vremena
zadrzavanja pri Zeljenoj temperaturi. Nakon zavrs$etka procesa pomocu ventila s gornje strane
uredaja, koji sluzi za otpusStanje pare, spusta se tlak na atmosferski. Kada se tlak u reaktoru
izjednac¢i s atmosferskim tlakom tekuci dio se ispusSta otvaranjem ventila na dnu reaktora

(ispust), a kruti dio zaostaje u perforiranoj posudi od nehrdajuceg Celika te se moze izvaditi

otvaranjem poklopca reaktora.

Slika 6. Visokotla¢ni reaktor (1-kontrolna jedinica; 2-posuda sa termi¢kim uljem i grija¢ima;

3-reaktor za predobradu sirovine; 4 — pumpa; 5 — ispust tekuceg dijela).
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3.1.5.3. Sustav za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. High Pressure
Liquid Chromatography, HPLC)

HPLC (Slika 7.) je uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti
(Shimadzu CLASS — VP LC10Avp, Shimadzu, Kyoto, Japan). Uredaj se sastoji od crpke (LC-
10ADvp), otplinjaca (DGU -14A), automatskog uzorkivaca i injektora (SIL — 10 ADvp), uredaja
za grijanje kolone (CTO — 10Avp), analiticke kolone (ionsko — izmjenjivacka kolona Supelcogel
H Guard Column, Sigma; Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9uM s predkolonom
Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um), detektora indeksa loma (RID — 10A), modula za
kontrolu sustava (SCL — 10 Avp) i raéunalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP v6.10).

Slika 7. HPLC- Shimadzu CLASS-VP LC-10Avp sustav (Japan).

3.1.5.4. Horizontalni rotirajudi cijevni bioreaktor (HRCB)

Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB, Slika 8.) koristen je za provodenje
procesa proizvodnje bioetanola na teku¢em dijelu odnosno hidrolizatu predobradene pSeni¢ne
slame. HRCB je cilindri¢na posuda izradena od nehrdajuceg Celika opremljena sustavom za
pracenje temperature 1 tlaka te sustavom za regulaciju rotacije, ukupnog volumena 30 L.
Sterilizacija HRCB-a vrsi se direktno parom. Ovaj bioreaktorski sustav sastoji se od nosaca,

bioreaktora izradenog od nehrdaju¢eg celika, elektromotora i kontrolne jedinice. Nosac
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bioreaktora podupire posudu bioreaktora ¢ime omogucava njenu rotaciju preko osovine koju
pokrecée elektromotor. Kontrolna jedinica omogucuje regulaciju broja okretaja bioreaktora (n)
i intervalno ukljucivanje/iskljucivanje rotacije. Bioreaktor se rotira pomocu elektromotora
snage 0,9 KW. Bioreaktor ima ugradena dva lopatasta mjeSala duljine 0,6 m i Sirine 0,04 m
uévrséena na unutrasnju stijenku HRCB-a. Bioreaktor ima dva mjesta za uzimanje uzoraka tj.

za uzimanje uzoraka tekuce faze odnosno za uzimanje uzoraka ¢vrste faze.

Slika 8. Horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor (Rosing d.o.0., Hrvatska).
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3.1.5.5. Ostala oprema

Uz laboratorijsko posude i potro$ni laboratorijski materijal u izradi ovoga diplomskog

rada koriStena je i oprema navedena u tablici 6.

Tablica 6. Popis uredaja i proizvodaca koriStenih u izradi ovoga rada

OPREMA PROIZVODPAC
Centrifuga Harrier 18/80, Sanyo, Velika Britanija
ThermoScientific, SL 8R, SAD
Autoklav Sutjeska, Beograd, Jugoslavija
Tresilica RM 71 B. Braum Biotech. International,

Sartorius group, Njemacka

Susionik Instrumentaria ST — 50, Hrvatska
Tehnicka vaga Technica ET — 1111, Slovenija
Analiti¢ka vaga Sartorius, Njemacka
Vrtlozna mjesalica Technica ET — 1111, Slovenija
UV/Vis spektrofotometar Cary 13 E Varian, Mulgrave, Australija
Kvarcne kivete promjera 10 mm Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka
Oprema za filtraciju otopina najlonski filter (0,22 pm, 47 mm; Magna,

GE Water & Process Technologies,

Michigan, SAD
Mikroskop Olympus CH20, Tokyo, Japan
Mlinac za kavu SCG 3050SS Sencor, Japan
Hladnjak i zamrzivaé Bosch, Njemacka
Ultrazvuéna kupelj USC300T VWR International, Leuven, Belgija)
Staklene kivete promjera 10 mm Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka
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3.2.METODE

3.2.1. Odrzavanje Ciste kulture i uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae
3.2.1.1. OdrZavanje Ciste kulture

Cista kultura kvasca Saccharomyces cerevisiae odrzavana je na kosoj hranjivoj
podlozi. Nakon nacjepljivanja kultura je uzgajana na 28 °C kroz 2 -3 dana te je ¢uvana u
hladnjaku na + 4 °C.

3.2.1.2. Uzgoj inokuluma

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je s kose hranjive podloge prebacen u epruvete koje
su sadrzavale 10 mL tekude sterilne podloge sljedeceg sastava: glukoza: 20 gL!; kvasdev
ekstrakt: 5 gL%; demineralizirana voda. Nakon inkubacije u termostatu pri 28 °C kroz 24 sata
cjepivo je prebaceno u Erlenmeyerove tikvice od 500 ml koje su sadrzavale po 250 ml podloge
¢iji sastav je opisan u poglavlju 3.1.4.2, (Tablica 2). Inokulum je uzgajan na rotacionoj tresilici
(150 okretaja min™) kroz 24 sata pri temperaturi od 30 °C. Tako pripremljena kultura kvasca

posluzila je kao inokulum za daljnje eksperimente anaerobnog uzgoja kvasca.

3.2.2. Odredivanje sastava pSeni¢ne slame KoriStene za preobradu u visokotlaénom
reaktoru

Sastav pSeni¢ne slame odreden je primjenom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize. Priprema uzoraka i postupak
dvostupanjske kiselinske hidrolize opisan je u poglavlju 3.2.3. Sastav pseni¢ne slame koriStene

tijekom provedenih eksperimenta prikazan je u tablici 9. (poglavlje 4.1.).
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3.2.3. Kiselinska predobrada lignocelulozne sirovine

Prethodno usitnjena pSeni¢na slama je predobradena fosfornom kiselinom (0,5 -2,0 %)
pri razli¢itim temperaturama (160 °C, 180 °C i 200 °C) i razli¢itim vremenima zadrzavanja (1,
5, 10 minuta). Izvagano je 500 g suhe tvari sirovine odnosno usitnjene pSeni¢ne slame $to uz
postotak vlage od 7,2 % iznosi 538,4 g pSeni¢ne slame. Slama je prebacena u visokotlacni
reaktor za predobradu te je dodano 10 L otopine fosforne kiseline. Otopine fosforne kiseline
(Whgpo,= 0,5 %; 1,00 %; 1,5, 2,0 %) prethodno su pripremljene tako da je odgovarajuéi,
prethodno izraCunati volumen 85 %-tne fosforne kiseline (34,4 ml; 68,8 ml; 103,2 ml; 137,6
ml) dodan u vodovodnu vodu na na¢in da kona¢ni volumen otopine fosforne kiseline iznosi 10
L. Pocetni omjer tekuceg dijela (otopina fosforne kiseline) i ¢vrstog dijela (pSeni¢na slama) bio
je 1:20. Predobrada je provedena na tri razliite temperature (160 °C; 180 °C; 200 °C) i tri
razli¢ita vremena zadrzavanja (1, 5 10 min). Ulje za zagrijavanje reaktora bilo je zagrijavano u
zasebnom spremniku, povezanom cijevima za visokotla¢ni reaktor. Vruce ulje protjecalo je
kroz vanjski plast reaktora 1 zagrijavalo vodu unutar reaktora do odgovarajuc¢ih temperatura
(160 °C; 180 °C, 200 °C). Provedeno je 12 eksperimenata predobrade s razliitim
temperaturama, vremenima zadrzavanja i koncentracijama fosforne kiseline (Tablica 7.). Pri
temperaturi od 160 °C i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % provedena su 3 pokusa
predobrade na nacin da su varirane temperature zadrzavanja (1; 5; 10 min). Pri temperaturi od
180 °C provedeno je 6 pokusa predobrade gdje su se osim vremena zadrzavanja (1;5;10 min)
varirale i koncentracije fosforne kiseline (Wh,po,= 0,5 %; 1,00 %; 1,5, 2,0 %). Varijacije
koncentracije fosforne kiseline i vremena zadrzavanja pri temperaturi od 180 °C provedene su
na nacin da je pri vremenu zadrzavanja od 5 min provedeno 4 pokusa kiselinske predobrade
koje su se medusobno razlikovale po koncentraciji fosforne kiseline. Preostala dva pokusa na
180 °C provedena su s 2,0 %-tnom otopinom fosforne kiseline uz varijacije vremena
zadrzavanja (1 1 10 min). Pri temperaturi od 200 °C provedene su tri pokusa predobrade. Pokusi
su provedeni sa 2,0 %-tnom otopinom fosforne kiseline pri tri razli¢ita vremena zadrzavanja (1;
5; 10 min). Tijekom provodenja eksperimenta procesni parametri su se mjerili pomocu
ugradenog termometra i barometra. S dosegom odgovarajuce temperature zapocelo je mjerenje
vremena zadrzavanja na odredenoj temperaturi (1; 5 ; 10 min). Nakon isteka vremena
zadrzavanja reaktor je ugasen i tlak je spuSten na atmosferski. Nakon svakog eksperimenta
dobivene su dvije faze (tekuca i ¢vrsta) koje su zasebno analizirane. Tekuca faza je ispuStena

kroz ventil na dnu posude reaktora nakon ¢ega joj je izmjeren volumen te je analizirana kako
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je opisano u poglavlju 3.2.6.1.. Tekué¢i dio je neutraliziran do neutralnog pH dodatkom
kalcijevog hidroksida i kao takav neutralizirani hidrolizat je koristen za anaerobni uzgoj. Cvrsta
faza hidrolizata zaostala je u perforiranoj unutarnjoj posudi reaktora. U cvrstom dijelu
hidrolizata odreden je udjel suhe tvari gravimetrijski tj. suSenjem na 60 °C do konstantne mase.
Osuseni ¢vrsti dio hidrolizata je ¢uvan u u suhoj i tamnoj prostoriji na sobnoj temperaturi, a
potom je pohranjen na -20 °C. U ¢vrstom dijelu hidrolizata pSeni¢ne slame odreden je udjel
ksilana, glukana i lignina topivog (LTK) i netopivog (LNTK) u kiselini.
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Tablica 7. Uvjeti u visokotlatnom reaktoru pri kojima je provedena predobrada pSeni¢ne slame.

Sirovina Mps t pare t; Vo WH3PO4
(9) (°0) (min) (L) (%) Oznaka
500 1 10 2,00 PS/160 °C/ 1 min/ 2,0 % H3zP04
500 160 5 10 2,00 | PS/160 °C/5 min/ 2,0 % H3PO4
500 10 10 2,00 PS/160 °C/ 10 min/ 2,0 % H3P04
500 1 10 2,00 PS/180 °C/ 1 min/ 2,0 % H3zP04
PSeni¢na 500 ) 10 0,50 PS/180 °C/ 5 min/ 0,5 % H3zPO04
slama 500 5 10 1,00 PS/180 °C/ 5 min/ 1,0 % H3PO04
(PS) 500 180 5 10 1,50 | PS/180 °C/ 5 min/ 1,5 % H3P04
500 ) 10 2,00 PS/180 °C/ 5 min/ 2,0 % H3zPO04
500 10 10 2,00 PS/180 °C/ 10 min/ 2,0 % H3P04
500 1 10 2,00 PS/200 °C/ 1 min/ 2,0 % H3PO04
500 200 5 10 2,00 PS/200 °C/ 5 min/ 2,0 % H3P04
500 10 10 2,00 PS/200 °C/ 10 min/ 2,0 % HsP04

*Mps — masa suhe tvari pSeni¢ne slame
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3.2.4. Odredivanje sastava lignocelulozne sirovine
3.2.4.1. Odredivanje ukupne suhe tvari u lignoceluloznoj sirovini

Izvagano je 50 g pSeni¢ne slame koja je prebacena u Petrijevu zdjelicu kako bi se
odredila ukupna suha tvar. Petrijeve zdjelice su prethodno bile osusene u susioniku, prebacene
u eksikator na hladenje kroz 15 minuta te im je potom izmjerena masa. Uzorci u Petrijevim
zdjelicama suSeni su pri temperaturi od 105 °C. Nakon 24 sata susenja uzorci se najprije hlade
na nacin da se stave u eksikator kroz 15 minuta te se potom ponovno izmjeri masa Petrijevih
zdjelica. Razlika masa suhog uzorka i prazne Petrijeve zdjelice je ukupna masa suhe tvari. Udio

suhe tvari racuna se prema jednadzbi [1]:

m (poslije suSenja)

w (s.tv.)= *100 [%] [1]

m (prije suSenja)

3.2.4.2. Dvostupanjska kiselinska hidroliza lignocelulozne sirovine

Udjel strukturnih ugljikohidrata (glukan, ksilan, arabinan) te lignina topivog (LTK) i
netopivog u Kkiselini (LNTK) odredeni su u izvornoj (neobradenoj) i predobradenoj
lignoceluloznoj sirovini dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom prema propisu Nacionalnog
laboratorija za obnovljive izvore energije (eng. National Renewable Energy Laboratoy; NREL;
Sluiter i sur., 2010). U epruvetu je dodano po 0,4 g isprane i osusene sirovine (neobradena ili
predobradena pSeni¢na slama). Sirovinu je potrebno najprije usitniti u fini prah pomocu
tarionika i mlinca za kavu. Potom se u epruvetu doda 4 ml 72 %-tne H2SOa te se dobro pomijesa
teflonskim ili staklenim Stapi¢em otprilike jednu minutu dok se sadrzaj epruvete dobro ne
izmijesa. Sirovina se ostavlja u termostatu na 30 °C kroz jedan sat uz povremeno mijeSanje
sadrzaja kako bi se ostvario bolji kontakt lignocelulozne sirovine i kiseline te ravnomjerna
hidroliza. Nakon inkubacije sadrzaj iz epruvete se kvantitativno prenosi u tikvicu s okruglim
dnom uz dodatak 112 ml demineralizirane vode tako da koncentracija sumporne kiseline u
smjesi nakon dodatka demineralizirane vode iznosi 4 %. Potom se smjesa zagrijava do vrenja i
kuha 4 sata uz povratno hladilo i povremeno mijesanje kako bi se sprje¢ilo nakupljanje sirovine
na stijenkama. Nakon hidrolize uzorci su ohladeni pod mlazom vode i filtrirani preko
Biichnerovog ljevka kroz prethodno osuseni i izvagani celulozni filter papir. Zaostali talog
potom je ispran s naljevima vruée vode do pH 6. Cvrsti talog zaostao na filter papiru predstavlja
lignin netopiv u kiselini (LNTK) ¢ija masa se odreduje gravimetrijski. Udjel lignina topivog u
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kiselini (LTK) odreduje se iz filtrata nakon hidrolize spektrofotometrijski. Osim toga, u filtratu
kiselinskog hidrolizata odredene su koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze, celobioze,
levulinske kiseline, octene kiseline, mravlje kiseline i furana HPLC metodom te je izracunat

udjel strukturnih ugljikohidrata glukana i ksilana kako je opisano u poglavlju 3.2.5.6. 1 3.2.5.7..

3.2.4.3. Odredivanje udjela lignina netopivog u kiselini (LNTK)

Lignin netopiv u kiselini (LNTK) odreduje se vaganjem osusene ¢vrste faze koja je
zaostala na filter papiru nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize. Cvrsti dio sirovine zaostao
na filter papiru nakon kiselinske hidrolize osusen je na 105 °C do konstantne mase. Nakon

susenja, talog je izvagan i izraCunat je udjel lignina netopivog u kiselini prema jednadzbi [2]

m (osuseni filter s talogom)-m(filter)
w (LNTK)= : ¥100 [%]  [2]
m (uzorka uzetog u analizu=0,4 g)

3.2.4.4. Odredivanje udjela lignina topivog u kiselini (LTK)

Odredivanje lignina topivog u kiselini provedeno je mjerenjem apsorbancije pri valnoj
duljini od 205 nm u filtratu nakon dvostupanjske hidrolize ¢vrste faze uzorka. Provedeno je
mjerenjem apsorbancije spektrofotometrom pri valnoj duljini od 205 nm. Uzorak za
odredivanje LTK potrebno je razrijediti demineraliziranom vodom tako da apsorbancija uzorka
pri valnoj duljini od 205 nm bude u rasponu od 0,7 do 1,0 jedinica (preporucuje se pripremiti
10 X razrijedenu otopinu uzorka). Udio lignina topivog u kiselini izra¢unat je prema jednadzbi

[3]:

A*D*V
w (LTK)=———
a

e *100 [%] [3]

A= apsorbancija uzorka na 205 nm; D=faktor razrijedenja = 10; V= volumen filtrata= 0.016 L;

a= konstanta, 110 gL *cm!; b= girina kivete, 1 cm; m = masa uzorka uzetog u analizu (0,4 g)
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3.2.4.5. Odredivanje inhibitora fermentacije — ukupnih furana

Furani su odredivani u tekucoj fazi predobradene lignocelulozne sirovine. 1zdvojen je
alikvot (5 ml) tekuceg dijela nakon zavrSenog procesa Kiselinske predobrade. Furfural i HMF
nastaju dehidracijom pentoza odnosno heksoza tijekom kiselinske hidrolize lignoceluloznih
sirovina. Ova dva spoja imaju karakteristi¢ne spektre u podruc¢ju valnih duljina od 200 nm do
400 nm s maksimumom apsorbancije pri valnoj duljini svjetlosti od 284 nm (Martinez i sur.,
2000). Uzorak se razrijeduje demineraliziranom vodom 1000 puta (9 uL uzorka se pomijesa sa
9 ml demineralizirane vode), a potom se mjeri apsorbancija pri valnim duljinama 284 nm i 320
nm. Razlika tih dvaju vrijednosti je uzeta za izraCunavanje ukupnih furana. Za odredivanje
koncentracije furana potreban je bazdarni pravac Koji se prethodno pripremi odredivanjem
apsorbancije otopine furana poznatih koncentracija. Koncentracija ukpnih furana se odreduje

iz jednadzbe dobivenog bazdarnog pravea (yrurfural = 2,496 X + 0,0158; R? = 0,998).

3.2.4.6. Izracunavanje udjela strukturnih ugljkohidrata

Masa strukturnih ugljikohidrata (glukan, ksilan, arabinan) u lignoceluloznoj sirovini
izraCunata je 1z mase odgovaraju¢ih monosaharida (glukoza, ksiloza, arabinoza) u filtratu nakon
dvostupanjske kiselinkse hidrolize uz pomo¢ korektivnog faktora (Kf) prema jednadzbi [4].
Korektivni faktor predstavlja omjer molekulske mase monomerne gradevne jedinice
ugljikohidrata i monosaharida. Korektivni faktor za pentoze (ksiloza, arabinoza) iznosi 0,88 (ij.
132 gmol*/150 gmol™), dok za heksoze (glukoza, galaktoza, manoza) iznosi 0,9 (tj. 162 gmol-
11180 gmol™).

MCHO=Cmonosaharida* Vhidr K (8)  [4]

Vhigr = Volumen hidrolizata (L); Cmonosaharida = Koncentracija monosaharida u filtratu kiselinske
hidrolize (gL™); Kt = korektivni faktor
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Udjel strukturnih ugljikohidrata u lignoceluloznoj sirovini izraCunava se prema jednadzbi [5].

Mcho

Wenoi= (gg)) [5]

%
Myz “"Wh,0/x

wcho = udjel ugljikohidrata (%); mcHo = masa ugljikohidrata u predobradenoj lignoceluloznoj
sirovini (LCS) (g); WH2o,x = udjel vlage u predobradenoj LCS; my; = masa predobradene LCS
podvrgnute kiselinskoj hidrolizi (0,4 g).

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

Nakon predobrade pSeni¢ne slame izraunato je iskoriStenje glukana, ksilana i

ukupnog lignina za svaki pojedini eksperiment predobrade prema jednadzbi [6]

* *
~ Mg "WH,0/FK " WX/PPS

= - - *100 [%] [6]
Mg o “"WhH,0/PPS~ WX/PPS

Mk = masa vlaznog filtarskog kolaca (g); Wr2o/rk = udjel vlage u filtarskom kolacu; mps = masa
pSeni¢ne slame za predobradu (g); wraors = udjel vlage u pSeni¢noj slami; wxps = udjel
polimera (glukan, ksilan, ukupni lignin) u pSeni¢noj slami; wxpps = udjel polimera (glukan,

ksilan, ukupni lignin) u predobradenoj pSeni¢noj slami

3.2.5. Analiza uzoraka tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti analizirani su uzorci izuzeti
nakon kiselinske predobrade pseni¢ne slame i uzorci izuzimani tijekom uzgoja u Erlenmeyer
tikvicama i u HRCB-u kako je opisano u poglavlju 3.2.6.1. Uzorci izuzeti nakon dvostupanjske

kiselinske hidrolize analizirani su na nacin kako je opisano u poglavlju 3.2.6.2..
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3.2.5.1. Priprema uzoraka tekuée faze za analizu HPLC metodom

U teku¢i dio nakon kiselinske preobrade prije analize dodavan je kalcijev hidroksid do
postizanja neutralne pH vrijednosti. Nakon toga uzorci su centrifugirani na 3000 min* kroz 15
minuta. lzuzet je supernatant volumena od 700 pL neutraliziranog uzorka tekuce faze te je
dodano 700 pL 10 %-tne otopine cinkova sulfata heptahidrata c¢ija je svrha vezati proteine i
necistoce nastale tijekom procesa za izdvajanje proteina taloZzenjem (poglavlje 3.2.6.3.). Uzorci
su snazno izmije$ani tijekom 30-tak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) a
potom su ostavljeni da odstoje 20 minuta pri sobnoj temperaturi. Dobiveni talog izdvojen je
centrifugiranjem na 10 000 min kroz 5 minuta (HC-240, Tehtnica; Zelezniki; Slovenija), a
supernatant je profiltriran pomoc¢u Sprice kroz najlonski filter s porama veli¢ine 0,2 pm
(Cromafil®Xtra PA(NY)-20um/25mm; Machery-Nagel CoKG, Diiren, Njemacka). Za
pripravu svih otopina koriStena je redestilirana voda ¢ija je vodljivost iznosila manje od 1puS.
Kao pokretna faza koristena je otopina HsPOs (0,1 % vol/vol) u vodi. Po 20 uL svakog uzorka
injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C i brzini protoka pokretne faze
od 0,5 mLmin. Podaci su analizirani pomo¢u raéunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10..

Na isti nacin analizirani su uzorci izuzimani tijekom uzgoja.

BaZzdarni pravci za odredivanje koncentracije glukoze i ksiloze dobiveni su analizom
otopina standarda za navedene Secere (koncentracije 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,5;2;3; 5; 10 gL~
1y prema prethodno opisanom metodom na HPLC-u. Bazdarni pravci prikazuju ovisnost
povrsine ispod krivulje pika o koncentraciji standarda. Iz jednadZbe bazdarnog pravca

izraCunata je koncentracija monosaharida u analiziranim uzorcima (poglavlje 7., Slika 25.).

3.2.5.2. Priprema uzoraka ¢vrste faze za analizu HPLC metodom

Filtrat dobiven dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom neutraliziran je dodatkom
kalcijeva hidroksida do pH vrijednosti oko 5-6 jedinica (oko 0,4 g Ca(OH). na 10 mL filtrata).
Uzorak je zatim centrifugiran (5 000 g, 5 min; HC-240; Tehtnica, Zelezniki; Slovenija), a
dobiveni supernatant je profiltriran pomocu Sprice kroz najlonski filter s porama veli¢ine 0,2
pum (33 mm; Carl Roth, GmbH & Co, Karlsruhe, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci
analizirani su pomo¢u Shimadzu CLASS-VP LC-10Avp sustava.
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3.2.5.3. TaloZenje proteina iz uzoraka cinkovim sulfatom

U supernatant uzorka volumena 700 pL dodana je otopina cinkovog sulfata
heptahidrata (y=100 gL™*) u omjeru 1:1 (V = 700 ul). Dobivena otopina intenzivno je izmje$ana
tijekom 20-ak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) i ostavljena minimalno
20 minuta pri sobnoj temperaturi da se proteini istaloze. Centrifugiranjem (10 000 g, 5 min, 4
°C; Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija) izdvojeni su istaloZeni proteini, a dobiveni
supernatant profiltriran je pomoc¢u Sprice na koje je, kao nastavak, dodan najlonski filter s
porama veli¢ine 0,20 um (Sartorius Stedim Biotech GMBH, Goettingen, Njemacka). Ovako
pripravljeni uzorci analizirani su pomo¢u Shimadzu CLASS-VP LC-10AVP sustava (Poglavlje
3.1.5.3).

3.2.6. Odredivanje koncentracije glukoze i ksiloze pomocu tekucinske kromatografije
visoke u€inkovitosti (HPLC)

Kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10Avr (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koriSten je za odredivanje koncentracije ugljikohidrata (glukoze, ksiloze, arabinoze), octene,
levulinske, mravlje kiseline te etanola i glicerola u uzorcima. Kao mobilna faza koristena je 0,1
% otopina fosforne kiseline. Injektirano je 20 uL uzorka u sustav. Protok mobilne faze je bio
0,5 mLmin, a temperatura ionsko — izmjenjivacke analiticke kolone (Supelcogel TM C-610H;
30 cm x 7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (SupelcogelTM H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 pm) 55 °C.
Za detekciju je koristen detektor indeksa loma (RID, eng. Refractive Indeks Detector). Obrada
rezultata dobivenih kromatografskom analizom napravljena je pomocu racunalnog programa
za kromatografiju (CLASS-VP v6.10). Pripadajuce vrijednosti o€itane su iz bazdarnih pravaca
(Tablica 8.).
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Tablica 8. Retencijska vremena i bazdarni pravci.

tr+ (Min) jednandZba baZdarnog pravca R?(-)
celobioza 11,885+ 0,035 A =221943" jelobioza + 838,98 0,9999
glukoza 14,045+0,040 A =226208,50 sglukoza - 1433,13 1,0000
ksiloza 14,834 £0,037 A =223510 psiloza+ 1070,5 1,0000
arabinoza 16,061 £0,034 A =225152 parabinoza + 562,39 0,9999
mlije¢na kiselina 18,520 0,028 A = 119006 jnlijetna kiselina + 1369,5 0,9999
mravlja Kiselina 18,520 £ 0,018 A = 82201 ymravija kiselina - 125,4 0,9983
octena kiselina 19,825+£0,026 A = 112445 yoctenakiselina + 1276,1 0,9989
levulinska kiselina 21,388 £ 0,051 A =207915 yevulinska kiselina + 3222,5 0,9998
etanol 25,406 £0,014 A =819297 @etanol - 1766,9 0,9992

*tR izrazeno kao srednja vrijednost + standardna devijacija; A, povrSina

3.2.7. Anaerobni Sarzni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama

Podloge hidrolizata pSeni¢ne slame i1 kontrolne hranjive podloge prethodno su
pripremljene na nacin kako je opisano u poglavlju 3.1.3.2.. Prije anaerobnog uzgoja kontrolne
podloge su sterilizirane u autoklavu na 121 °C kroz 20 minuta. Uzgoj se provodio u Erlenmeyer
tikvicama od 500 mL sa ukupnim volumenom hranjive podloge od 250 mL. Anaerobni uzgoj
pracen je kroz 24 sata. Kvasac Saccharomyces cerevisiae uzgojen je na podlogama koje se
sastoje od hidrolizata pSeni¢ne slame dobivenih pri uvjetima predobrade. Koristeni su
hidrolizati dobiveni predobradom pseni¢ne slame sa 2,0 %-tnom fosfornom kiselinom pri
temperaturama 160 °C, 180 °C i 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1, 5 i 10 minuta. Hidrolizati
su prethodno neutralizirani kalcijevim hidroksidom ( pH=7) te su dodane soli i kvascev ekstrakt
nakon Cega su tikvice zacepljenje vrenjacama koje su prethodno sterilizirane. Istovremeno je
proveden uzgoj kvasca S. cerevisiae na kontrolnim hranjivim podlogama koje su umjesto
lignoceluloznog hidrolizata sadrzavale glukozu i ksilozu. Koncentracije Secera u kontrolnoj
podlozi podesene su na vrijednosti priblizno slicnima koncentraciji Secera kao u hidrolizatima
pSeni¢ne slame. U sve tikvice (tikvice koje su sadrzavale hidrolizat predobradene pSenicne
slame i kontrolne tikvice) nacjepljeno je 20 mL inokuluma. Sastavi hidrolizata preobradene
pSeni¢ne slame prethodno su odredeni pomocu visoko ucinkovite tekucéinske kromatografije

(HPLC) te su prikazani u tablici 4. i tablici 5. Na pocetku te svakog sljedeceg sata uzgoja
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sterilno su uzimani uzorci volumena 5 mL. Proces anaerobnog uzgoja pracen je kako je opisano
u poglavlju 3.2.9.. U tablici 2. i tablici 3. prikazan je sastav podloge za inokulum i kontrolne
podloge. U podlogu za inokulum su nacjepljene kolonije kvasca prethodno porasle na kosoj
podlozi, a kasnije je inokulum uzgojen u tikvici te je koriSten kao inokulum za kontrolnu

podlogu te hidrolizatne podloge.

3.2.8. Anaerobni $arzni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae u horizontalnom
cijevnom rotiraju¢em bioreaktoru (HRCB)

Za anaerobni $arzni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae u uveéanom mjerilu
koristen je horizontalni rotirajuéi cijevni bioreaktor (HRCB). HRCB ima ukupni volumen od
30 L, asterilizira se direktnom parom. Ukupni volumen hranjive podloge bio je 5 L. Hranjiva
podloga je inokulirana sa 500 mL prethodno uzgojenog inokuluma. Uzgoj je pracen kroz 26
sati te se provodio u anaerobnim uvjetima uz intervalnu rotaciju HRCB-a od 20 okretaja min™,
kroz 12 minuta u svakom satu uzgoja dok je preostalih 48 minuta uzgoja HRCB mirovao. Kao
podloga za uzgoj kulture kvasca koriSten je hidrolizat pSeni¢ne slame dobiven predobradom
pSeni¢ne slame 2,0 %-tnom fosfatnom kiselinom pri 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10
minuta (PS/ 180 °C/ 10 min/ 2 % H3PO4). Hranjiva podloga je prethodno pripremljena kako je
opisano u poglavlju 3.1.3.3..

3.2.9. Nadzor anaerobnog uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae

Za nadzor anaerobnog uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae na hidrolizatima
predobradene pSeni¢ne slame izuzimani su uzorci tijekom bioprocesa u prethodno definiranim
intervalima s ciljem S$to efikasnijeg vodenja bioprocesa. Volumen izuzimanog uzorka iz
Erlenmeyer tikvica iznosio je 2,5 mL dok je volumen izuzimanog uzorka iz HRCB-a iznosio 5
mL. Tijekom anaerobnog uzgoja pracene su promjene sastojaka hranjive podloge: mikrobne
biomase, supstrata i produkta te toksi¢nih spojeva Promjena mikrobne biomase pratila se
gravimetrijski, odredivanjem broja zivih stanica (log N) te odredivanjem opticke gustoce
hranjive podloge (ODsoo). Promjene supstrata (Secera), produkta (etanola) i toksi¢nih spojeva
(mravlja, octena, levulinska kiselina) prac¢eni su pomocu tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) dok je promjena koncentracije ukupnih furana praéena

spektrofotometrijski.
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3.2.9.1. Odredivanje opticke gustoée hranjive podloge (ODeno)

Odredivanje opti¢ke gusto¢e hranjive podloge provodilo se prema prethodno
definiranom planu nadzora anaerobnog uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae, u Erlenmeyer
tikvicama odnosno u HRCB-u. Opticka gustoca hranjive podloge odredivala se iz originalnog
uzorka (0. razrjedenje) i iz 1. razrjedenja hranjive podloge. Prvo razrjedenje hranjive podloge
se pripremalo tako da je u epruvetu s 9 ml sterilne vode otpipetiran 1 ml originalnog uzorka (0.
razrjedenje) te je uzorak dobro homogeniziran. (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki,
Slovenija). Absorbancija uzorka oc€itana je na spektrofotometru, model ,,Cary 13E, Varian“ na
valnoj duljini 600 nm. Kao slijepa proba koriStena je Cista sterilna podloga. Opticka gustoca

izraZena je kao razlika absorbancije uzorka i slijepe probe.

3.2.9.2. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase kvasca

Za gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase kvasca koriten je originalni
uzorak (0. razrjedenje) hranjive podloge. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase
kvasca provedeno je samo tijekom anaerobnog uzgoja kvasca Saccharomyces cerevisiae u
HRCB-u. U prethodno osusene i izvagane kivete otpipetirano je 7 mL prethodno osusenog
uzorka. Uzorak je centrifugiran kroz 15 minuta na 4500 min™. Kivete s talogom kvaséeve
biomase suSene su na 75 °C do konstantne mase. Ohladene kivete vagane su na analiti¢koj vagi
te su dobivene mase biomase kvasca koje su koriStene za odredivanje koncentracije biomase

kvasca (X [gL™!]) prema jednadzbi [7]:

X==4—% [gL1]  [7]

Mok -masa osusene kivete s biomasom; mpkx — masa prazne suhe kivete; Vy; - volumen uzorka
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3.2.9.3. Odredivanje ukupnog broja stanica kvasca (log N)

Ukupan broj stanica kvasca odredivan je nacjepljivanjem uzorka (4. i 5. razrjedenje).
Na prethodno pripremljene sterilne Petrijeve plo¢e sa sladnim agarom nacjepljivano je po 100
pL 4. i 5. razrjedenja uzorka koji se razmaze po ploci Drigalsky Stapicem. Ploce su potom
inkubirane na 28 °C kroz 72 sata, a porasle kolonije su pobrojene (CFU) te je odredivan ukupan

broj stanica.

3.2.9.4. Priprema uzoraka za HPLC analizu

Priprema uzoraka za HPLC analizu provedena je kako je opisano u poglavlju 3.2.5.1.
S obzirom da je u sastavu podloge mala koncentracija glukoze, nije bilo potrebno dodatno
razrjedenje ve¢ je nastali supernatant izravno filtriran preko mikrobioloskih filtera i stavljen na
analizu. Bazdarni dijagrami ovisnosti povrsine pika o koncentraciji analiziranih spojeva nalaze

se u poglavlju 7.

3.2.10. Pokazatelji uspjeSnosti odvijanja bioprocesa
3.2.10.1. Prinos biomase (Yx)

Yx =X-X, [gL"] [8]

Xo - pocetna koncentracija biomase [g L]

X - konac¢na koncentracija biomase [g L™

3.2.10.2. Prinos produkta (Yp)

Yp=P-P, [gL"] [9]

Po - pocetna koncentracija produkta [g L™]

P - konac¢na koncentracija produkta [g L]
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3.2.10.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yx/s)

Yx) = o= 188] [10]

S (So-S) AS AS

So, Xo - poéetne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],
S, X - konaéne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],

(Marié i Santek, 2009).

3.2.10.4.. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Ypss)

_ (P-Pg)_AP_Yp -1
Yo, = os a5 as 1881 [11]

So, Po - podetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
S, P - konac¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
(Mari¢ i Santek, 2009).

3.2.10.5. Produktivnost (Pr)

Pr=220 fgm® h'] [16]
U

Yx - prinos biomase [g L™]
Yp - prinos produkta [g L]

tu - ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati kiselinske predobrade psSeni¢ne slame u
visokotlacnom reaktoru pri razli¢itim temperaturama (160 °C — 200 °C), vremenima

zadrzavanja (1 - 10 minuta) i koncentracijama fosforne Kiseline (Whzpo, = 0,5-2,0 %). Nakon

toga provedena su preliminarna istrazivanja anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisiae (divlji tip)
i geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9, koji moze koristiti pentoze, na hidrolizatu
pSeniéne slame dobivenom kiselinskom predobradom u visokotlaénom reaktoru, u Erlenmeyer
tikvicama. Za proizvodnju etanola u HRCB-u koristen je geneticki modificirani kvasac S.
cerevisiae Y9 na hidrolizatu pseni¢ne slame dobivenom nakon predobrade pri 180 °C, vremenu

zadrzavanja od 10 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 %.

Rezultati istrazivanja podijeljeni su u slijedeca poglavlja:
I.  Kiselinska predobrada pSeni¢ne slame u visokotlacnom reaktoru za predobradu
lignocelulozne sirovine (poglavlje 4.1.)
ii.  Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae (divlji tip) i geneti¢ki modificiranog kvasca S.
cerevisiae Y9 na hidrolizatu pSeni¢ne slame u Erlenmeyer tikvicama (poglavlje 4.2.)
iii.  Anaerobni uzgoj geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 na hidrolizatu

pSenicne slame u HRCB-u (poglavlje 4.3.)
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4.1. KISELINSKA PREDOBRADA PSENICNE SLAME U VISOKOTLACNOM
REAKTORU ZA PREDOBRADU LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dobiveni kiselinskom predobradom pseni¢ne
slame u visokotlatnom reaktoru za predobradu lignoceluloznih sirovina. Rezultati dobiveni
predobradom pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pri razli¢itim temperaturama,
vremenima zadrZzavanja i koncentracijama fosforne kiseline prikazani su na slikama 9. - 12. te
u tablicama 10. — 13..

U ovom radu najprije je provedena analiza sastava koristene lignocelulozne sirovine
— pSenicne slame. Sastav pSenicne slame kao sirovine za predobradu pomocu fosforne kiseline
u visokotlacnom reaktoru prikazan je u tablici 9. Metode koje su se koristile za odredivanje

sastava prikazane su u poglavljima 3.2.4.3.,3.2.4.5.,13.2.5.1..

Tablica 9. Sastav pSeni¢ne slame odreden nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize.

Wolukan | Wksilan | Warabinan | WLNTK | WHAc | Wmravlja kiselina | Wlevulinska kiselina | Wfurani | WLTK
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) (%) (%) (%) | (%)
51,39 | 21,06 5,12 15,88 | 3,04 2,21 0,00 n.o. | 0,24

n.0., nije odredeno

PSeni¢na slama je najrasprostranjeniji usjev na zemlji kultiviran u vise od 115 zemalja
(Talebnia u sur., 2012). U posljednjih sto godina prinosi pSenicne slame su povecani te je 2008.
godine procjenjeno da je godisnja globalna proizvodnja pSeni¢ne slame iznosi preko 650 GT
(Atwell i sur., 2001). Analiza sastava ugljikohidratnih polimera pseni¢ne slame provedena je
nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize pSeni¢ne slame teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC). Prema dobivenim rezultatima pSeni¢na slama je sadrzavala: 48,39 %
glukana, 25,18 % ksilana i 4,3 % arabinana s$to ukupno ¢ini 77,87 % ugljikohidrata u sirovini.
Ukoliko se dobiveni udjeli ugljikohidratnih polimera pSeni¢ne slame usporede sa literaturnim
podacima mogu se opaziti odredena odstupanja. Kao referentna vrijednost uzete su literaturne
vrijednosti prema Boe i sur. (2007), te je vidljivo da dobiveni rezultati sastava pseni¢ne slame
odstupaju od literaturnih podataka. Navedena odstupanja moguce su posljedice razlicitosti vrste

slame, klimatskog pojasa u kojem je ona uzgojena, ali i koristenih analitickih metoda. Udio
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lignina netopivog u kiselini (LNTK) iznosi 15,88 % $to se ne razlikuje puno od maksimalnog
udjela prema literaturnim podacima (16,5 %, Boe i sur., 2010). Udio lignina topivog u kiselini
(LTK) je zanemarivo mali te iznosi 0,24 %. Od ostalih spojeva odredeno je 3,04 % octene
kiseline, 2,21 % mravlje kiseline te 0,76 % levulinske kiseline. Udio celuloze, hemiceluloze i
lignina u pSeni¢noj slami je u rasponu od 33-40, 20-25 i 15-20 % (Prased i sur., 2007). Da bi se
pSeni¢na slama mogla primjeniti kao sirovina za proizvodnju bioetanola uz pomo¢ kvasca S.
cerevisiae najprije je morala proc¢i proces mehanic¢ke predobrade koji je ukljucivao usitnjavanje
pSeniéne slame mlinom ¢ekic¢arem kako je opisano u poglavlju 3.2.2.. Tako usitnjena pSeni¢na
slama podvrgnuta je daljnjem kemijskom procesu predobrade odnosno kiselinskoj hidrolizi
razrijedenom fosfornom kiselinom. Provedeno je 12 pokusa predobrade pSeni¢ne slame uz
promjenu temperature (160 °C, 180 °C, 200 °C), vremena zadrzavanja (1, 5, 10 min) i

koncentracije fosforne kiseline (Wwzr0,= 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 %). Nakon zavrSenog procesa

predobrade dobivene su dvije faze hidrolizata — tekuéa i ¢vrsta faza hidrolizata.

Predobrada pSeni¢ne slame u visokotlaénom reaktoru provedena je kako je opisano u
poglavlju 3.2.3., (Tablica 7.). Za kiselinsku predobradu pSeni¢ne slame u visokotlatnom
reaktoru koristena je fosforna kiselina. Cilj ovog rada bio je odrediti uvjete procesa pri kojima
se ostvaruje najveci prinos fermentabilnih Secera, uz fosfornu kiselinu kao katalizator. Drugi
cilj ovog dijela eksperimenta bio je odrediti uvjete procesa predobrade pri kojima se ostvaruje
najmanji prinos nusprodukata koji usporavaju ili inhibiraju proces proizvodnje bioetanola.
Cetiri pokusa predobrade provedena su pri 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i

razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline (wHgro, = 0,5 — 2,0 %; poglavlje 4.1.1.). Nakon

odredivanja optimalne koncentracije fosforne kiseline, ispitan je i utjecaj razlicitih temperatura

I vremena zadrzavanja na uspjes$nost hidrolize pSeni¢ne slame (poglavlje 4.1.2.).

4.1.1. Predobrada pSeni¢ne slame wu visokotlacnom reaktoru pri razli¢itim

koncentracijama fosforne Kiseline

U ovom poglavlju prikazani su rezultati kiselinske predobrade pSeni¢ne slame u
visokotla¢nom reaktoru pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i

razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline (Wr,ro, = 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 %). Udjeli pojedinih
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komponentata prikazani su kao postotak od 500 g suhe tvari neobradene slame (slike 9. i 10. i
tablica 10.).

~

()]

(€]

IN

w

ksilan

N

glukan

ngukan; Wksilan; Warabinan; WLTK (%)

[N

arabinan

LTK
0 PS/180°C/5min/  pS/180 °C/5 min/ PS/180 °C/5 min/ PS/180 °C/5 min/
0,5 % H,;PO, 1% H,PO, 1,5 % H,PO, 2,0 % H,;PO,

Slika 9. Udjeli glukana, ksilana, arabinana i lignina topivog u kiselini (LTK) u teku¢em dijelu
hidrolizata pseni¢ne slame dobivenom nakon kiselinske predobrade u visokotlaénom
reaktoru pri 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i razli¢itim koncentracijama

fosforne kiseline (Whzpo, = 0,5 — 2,0 %).
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Tablica 10. Mase Secera (glukoza, ksiloza, arabinoza) i iskoristenje ukupnih ugljikohidrata, glukoze, ksiloze i arabinoze nakon kiselinske predobrade

u visokotlatnom reaktoru pri 180 °C, vremenu zadrZavanja od 5 minuta i razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline (Wr,po, = 0,5 —

2,0 %) u teku¢em dijelu hidrolizata pSeni¢ne slame.

Temperatura vrijeme WH4PO, | MukupniUH | Mglukoza | Mksiloza | Marabinoza | IskoriStenje | IskoriStenje | IskoriStenje IskoriStenje
[°C] zadriavanja | [og)] [0] [0] [0] [0] hidrolize UH |  hidrolize hidrolize hidrolize
[min] [90] glukoze [%] | ksiloze [%] | arabinoze[%]
0,5 37,49 5,96 27,64 3,89 8,60 2,21 64,18 16,29
180 5 1 47,03 12,19 29,33 5,50 10,79 4,53 68,12 23,03
15 44,69 12,76 24,84 7,09 10,26 4,75 57,68 29,71
2 54,56 15,52 36,31 2,74 12,52 5,77 84,29 11,45

*UH — ukupni ugljikohidrati
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Cilj ovog dijela eksperimenta bio je odrediti uvjete predobrade pri kojima se ostvaruje
najve¢i prinos fermentabilnih SeCera i najmanji prinos nusprodukata koji usporavaju ili
inhibiraju proces proizvodnje bioetanola. U prethodnim istrazivanjima (Govedarica, Lauder,
Ivanci¢, 2016) u sklopu HRZZ projekta ,,Proizvodnja bioetanola i biokemikalija iz otpadnih
poljoprivrednih lignoceluloznih sirovina na principima ekoloSke i ekonomske odrzivosti*
(SPECH-LRM; sifra projekta 9158) svi eskperimenti predobrade provedeni su pri temperaturi
od 210 °C. Cilj ovog dijela eksperimenta takoder je bio ispitati moguénost povecanja
ckonomic¢nosti procesa proizvodnje bioetanola smanjenjem temperature pri kojima se provodi
predobrada kako bi se u konacnici smanjili troskovi procesa predobrade i posljedicno tome
povecala ekonomicnost cijelog procesa proizvodnje. Zbog navedenog razloga procesi
predobrade u ovom dijelu rada provedeni su pri nizoj temperaturi nego u prijaSnjim
istrazivanjima odnosno pri temperaturi od 180 °C. Za provodenje svih eksperimenata
predobrade odabrana je fosforna kiselina. Uporaba fosforne kiseline kao katalizatora za
kiselinsku hidrolizu lignoceluloznih sirovina pokazuje brojne prednosti pred ostalim
kiselinama. Za razliku od ostalih kiselina fosforna kiselina je manje toksi¢na (Satimanont i sur.,
2012). Nadalje, uporabom fosforne kiseline kao katalizatora izbjegava se potreba za daljnjim
pro¢is€avanjem hidrolizata, ukoliko se on koristi kao hranjiva podloga za uzgoj
mikroorganizama. Nakon neutralizacije hidrolizata lignocelulozne sirovine nastaju soli kao npr.
natrijev fosfat. Takve soli nije potrebno uklanjati iz hidrolizata s obzirom da one predstavljaju
izvor nutritijenata za mikroorganizme (Lenihan i sur., 2009). Nakon kiselinske predobrade
pSenicne slame pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i razliitim
koncentracijama fosforne kiseline vidljivo je da mase secernih polimera variraju (Slika 9.).
Najveca masa glukana dobivena je nakon kiselinske predobrade psSeni¢ne slame pri
koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 %, dok je najmanja masa glukana dobivena nakon
kiselinske predobrade psenicne slame pri koncentraciji fosforne kiseline od 0,5 %. Dobiveni
udjeli ksilana veci su nego udjeli glukana u teku¢em dijelu hidrolizata i kre¢u se u rasponu od
4,58 do 6,65 %. Najveci udio ksilana u iznosu od 6,65 % postignut je pri koncentraciji fosforne
kiseline od 2,0 %, dok je najmanji udio ksilana u iznosu od 4,58 % postignut pri koncentraciji
fosforne kiseline od 1,5 %. Veci udjeli ksilana u odnosu na udjele glukana u teku¢em dijelu
hidrolizata mogu se objasniti strukturom hemiceluloze. Hemicleuloza je heteropolimer
ugljikohidrata koji se sastoji od 5 - C Secera (ksiloza, arabinoza) i 6 - C Secera (manoza, glukoza,
galaktoza). Struktura hemiceluloze je amorfna i razgranata Sto je razlog lakSe razgradnje
hemiceluloze u odnosu na celulozu (Satimanont i sur., 2012). To potvrduju i rezultati

iskoriStenja glukoze, odnosno ksiloze (Tablica 10.). Iskoristenja ksiloze su puno veéa u odnosu
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na iskoristenja glukoze, te se kre¢u u rasponu od 57,68 % do 84,29 %. Najvece iskoriStenje
ksiloze u uvjetima predobrade pri 180 °C i vremenu zadrzavanja od 5 minuta postignuto je kod
koncentracije fosforne kiseline od 2,0 % (84,29 %). IskoriStenja glukoze krecu se u rasponu od
2,21 % do 5,77 % te je najvece iskoriStenje glukoze (5,77 %) takoder postignuto pri
koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 %. Usporedbom rezultata s Leihan i sur. (2009), ocito je
kako koristena koncentracija fosforne kiseline ima veliki utjecaj na sastav tekucéeg dijela
hidrolizata pSeni¢ne slame nakon predobrade. PoviSenjem koncentracije kiseline povecava se
brzina nastajanja Secera. Isto tako zabiljezeno je da povecanje koncentracije fosforne kiseline
(do 10,0 % ) moze uzrokovati raspad monomernih $ecera do furana koji se dalje mogu prevesti
do octene, mravlje i levulinske kiseline (Lenihan i sur., 2009). U istrazivanju provedenom od
strane Lenihan i sur. (2009) pri temperaturi od 135 °C i koncentracijama fosforne kiseline od 5
% 1 7,5 % razgraduje se do 25 % odnosno 56 % Secera, dok se pri istoj temperaturi i
koncentraciji fosforne kiseline od 10,0 % razgraduje ¢ak 69 % Secera. Jedna od prednosti
uporabe kiselina manjih koncentracije (do 2,5 %), osim manjih troSkova, je i neznatan utjecaj
na brzinu razgradnje Secera do inhibirajucih produkata. Iz navedenog razloga u ovom radu nisu
koriStene koncentracije fosforne kiseline vece od 2,0 %. Povecanje koncentracije kiseline
tijekom Kiselinske predobrade lignoceluloznih siovina ima veci utjecaj na prinos Secera u
usporedbi povecanjem temperatura, medutim u odnosu na povecanje koncentracije kiseline
poveéanje temperature ima puno veci utjecaj na brzinu razgradnje Secera do nezeljenih
nusprodukata i posljedi¢éno tome smanjenje prinosa Secera (Lenihan i sur., 2009). Upravo zato
su svi daljnji eksperimenti u ovom radu provedeni na nacin da se varirala temperatura (160 °C,
180 °C, 200 °C) i vrijeme zadrzavanja (1, 5, 10 min) uz koncentraciju fosforne kiseline od 2,0
%. Vrijednosti za udjele arabinana u teku¢em dijelu hidrolizata su priblizno jednake i krecu se
u rasponu od 0,48 % do 1,25 %. Najveci udio arabinana (1,25 %) postiZe se pri koncentraciji
fosforne kiseline od 1,5 %. Povecanjem koncentracije fosforne kiseline udio arabinana u
teku¢em hidrolizatu se smanjuje. Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da povecanjem
koncentracije fosforne kiseline dolazi do razgradnje arabinana. Arabinoza se pri povisenim
temperaturama i koncentracijama kiseline razgraduje puno brze nego ksiloza stoga su konac¢ni
udjeli arabinana nakon provedene kiselinske hidrolize puno manji u odnosu na udjele glukana
i ksilana (Hu i sur., 2008). Prema dobivenim rezultatima udjeli lignina topivog u kiselini (LTK)

priblizno su jednaki te se krecu u rasponu od 0,66 % do 0,97 %.

S obzirom da je predobradom pseni¢ne slame pri temperaturi od 180 °C, vremenu

zadrzavanja od 5 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % dobiven najveé¢i udio
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fermentabilnih ugljikohidrata, izraZzenih kao glukan i ksilan, u odnosu na ostale uvjete
predobrade, provedena je daljnja predobrada pSenicne slame pri koncentraciji fosforne kiseline
od 2,0 % uz varijacije temperature (160 °C, 180 °C, 200 °C) i vremena zadrzavanja (1, 5, 10
min) (poglavlje 4.1.2.).

Tijekom provodenja kiselinske hidrolize lignoceluloznih sirovina neizbjezno je
oslobadanje inhibiraju¢ih komponenata kao sto su 5-hidroksimetilfurfural (HMF) koji nastaje
dehidratacijom heksoza i 2-furfuralaldehid (furfural) koji nastaje dehidratacijom pentoza. HMF
i furfural, zajedno sa octenom, mravljom i levulinskom kiselinom, koje nastaju tijekom brojnih
sekundarnih reakcija usporavaju fermentacijske procese na hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina te je ¢esto, za daljnje odvijanje procesa, potrebno njihovo uklanjanje (Lenihan i sur.,
2009). Stoga su osim koncentracija ugljikohidrata u teku¢em dijelu hidrolizata, tijekom
eksperimenata, odredene i koncentracije octene, mravlje i levulinske Kiseline te furana. Najveci
udio ukupnih furana dobiven je pri koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % u iznosu od 0,23
%. Pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrZavanja od 5 minuta i koncentraciji fosforne kiseline
od 0,5 %, 1 %, 1,5 % i 2,0 % dobiveni su priblizno jednaki udjeli octene kiseline (raspon od
0,45-0,83 %). Tijekom procesa kiselinske predobrade iz HMF-a i furfurala nastaje i mravlja
kiselina (Jonsson i sur., 2013). Pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i
razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline dobiveno je u rasponu od 0,50 — 0,91 % mravlje
kiseline. Levulinska kiselina nastaje razgradnjom HMF-a pri visokoj temperaturi i uz prisutnost
kiseline (Jonsson i sur., 2013). Pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i
razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline levulinska kiselina nije detektirana. Povecanjem
koncentracije fosforne kiseline raste udio furana (HMF-a i furfurala) medutim promjene
koncentracije fosforne kiseline nemaju znacajniji utjecaj na ostale inhibitore (octena kiselina,
mravlja kiselina, levulinska kiselina) koji nastaju kao produkti razgradnje furana te takoder
djeluju inhibiraju¢e na aktivnost kvasca. Unato¢ povecanju koncentracije fosforne kiseline
koncentracija ostalih inhibitora (octene, mravlje, levulinske kiseline) je priblizno konstantna (<
0.9 %). Dobivene koncentracije octene kiseline su u rasponu od 0,09 do 0,14 gL, dok su
koncentracije mravlje kiseline u rasponu od 0,10 gL do 0,15 gL' te u navedenim
koncentracijama octena odnosno mravlja kiselina ne djeluju inhibiraju¢e na rast kvasca S.
cerevisiae.

Sastav Cvrste faze dobivene nakon predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom
reaktoru odreden je nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize uz visokouc¢inkovitu tekuc¢insku

kromatografiju (HPLC) kako je opisano u poglavlju 3.2.5.2.. Sastav ¢vrste faze odreden je samo
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za eksperiment predobrade pri temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 min i
koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % jer je pri ovim uvjetima u tekucoj fazi (hidrolizatu
pseni¢ne slame) odreden najveéi udio strukturnih ugljikohidrata (glukana, ksilana, arabinana).
Maseni udjeli komponenata ¢vrste faze ( glukana, ksilana, arabinana i lignin netopivog u
kiselini (LNTK), lignina topivog u kiselini (LTK) i mravlje kiseline) dobiveni nakon kiselinske
predobrade pSenicne slame u visokotla¢nom reaktoru pri 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5

minuta i koncentraciji fosfatne kiseline od wr,po, = 2,0 % prikazani su na slici 10.
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Slika 10. Maseni udjeli komponenata ¢vrste faze hidrolizata ((M) glukan, () ksilan, ()
arabinan, () lignin netopiv u kiselini (LNTK) + pepeo), (M) lignin topiv u kiselini
(LTK) i (M) mravlja kiselina) dobiveni nakon predobrade pSeni¢ne slame u
visokotlaénom reaktoru pri 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 minuta i koncentraciji

fosforne kiseline (Whgpro, = 2,0 %).

U sastavu ¢vrste faze hidrolizata predobradene pSeni¢ne slame udio glukana iznosi
42,63 %, dok je udio ksilana 13,60 %. Ve¢i udio glukana u odnosu na udio ksilana ukazuje na
bolju hidrolizu celuloze u odnosu na hemicelulozu tijekom provedenog procesa predobrade pri
temperaturi od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0
%. Veci stupanj polimerizacije hemiceluloze i veca razgranatost strukture u odnosu na celulozu
doprinosi vecoj topivosti i lak$oj razgradnji hemiceluloze u odnosu na celulozu (Chandler i sur.,

2012). Udio arabinana je u iznosu od 2,37 %. Lignin netopiv u kiselini (LNTK) i pepeo u ¢vrstoj
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fazi iznose 30, 40 %, dok je udio lignina topivog u kiselini (LTK) zanemariv (0,25 %).
Nusproizvodi, osim mravlje kiseline, nakon predobrade pseni¢ne slame u visokotlaénom
reaktoru, u potpunosti su izostali iz ¢vrste faze. Detektirana je jedino mravlja kiselina u iznosu
od 8,06 % vjerojatno jer ¢vrsta faza, nakon predobrade i provodenja dvostupanjske kiselinske

hidrolize, nije isprana dovoljnom koli¢inom vruce vode.

4.1.2. Predobrada pSeni¢ne slame u visokotlaénom reaktoru pri razli¢itim temperaturama

i vremenima zadrZavanja uz koncentraciju fosforne kiseline od 2,0 %

U ovom poglavlju prikazani su rezultati kiselinske predobrade pseni¢ne slame u
visokotlatnom reaktoru pri temperaturama od 160 °C, 180 °C i 200 °C , vremenima zadrzavanja

od 1 min, 5 min i 10 min i koncentraciji fosforne kiseline od W,po, = 2,0 % ( Tablica 11. - 13.

i Slika 11. (a - d). Nakon provedene predobrade, dobivene su dvije faze, tekuca i Cvrsta faza,
koje su zasebno analizirane metodama opisanim u poglavljima 3.2.4.3., 3.2.4.4., 3.2.4.5.,
3.2.5.1. 1 3.2.5.2.. Udjel strukturnih ugljikohidrata (glukan, ksilan, arabinan) i lignina topivog
u kiselini (LTK) u teku¢em dijelu hidrolizata pseni¢ne slame prikazan je na slici 11.. Osim
koncentracije ugljikohidrata odredena je i koncentracija nusproizvoda predobrade kao §to su
octena kiselina, levulinska kiselina, mravlja kiselina i furani (furfural i HMF). Udjeli octene
kiseline, mravlje kiseline, levulinske kiseline i furana u teku¢em dijelu hidrolizata pSeni¢ne

slame prikazani su u tablici 11..
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Slika 11. Udjeli glukana (a), ksilana (b), arabinana (c) i lignina topivog u Kiselini (d) u teku¢em
dijelu hidrolizata pseni¢ne slame dobivenom nakon Kiselinske predobrade u
visokotlaénom reaktoru pri 160 do 200 °C, vremenu zadrZavanja od 1 do 10 minuta

i koncentraciji fosforne kiseline od Wrg,po, = 2,0 %.
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Tijekom predobrade pri temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min
dobivena je najmanja koli¢ina glukana koja iznosi 2,84 %, a najmanja kolic¢ina ksilana dobivena
pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min te iznosi 2,82 %. Nakon predobrade
pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min odnosno temperaturi od 180 °C i
vremenu zadrZavanja od 1 min dobiva se najvec¢i udio fermentabilnih ugljikohidrata, izrazenih
kao glukan i ksilan, koji iznose 5,40 % za glukan i 11,14 % za ksilan. 1z dobivenih rezultata
moze se zakljuciti da u tekucem dijelu hidrolizata, dobivenom nakon predobrade pseni¢ne
slame, najve¢i udio ima ksiloza, odnosno ksilan (Slika 11.). Razlog tomu je struktura
hemiceluloze koja je amorfna i razgranata Sto ¢ini hemicelulozu lako razgradivom, za razliku
od celuloze i lignina (Ivan¢i¢ Santek i sur., 2016). Navedena promjena ima za posljedicu
poveéanje udjela ksiloze koja je gradevna jedinica hemiceluloze, u odnosu na glukozu u
tekuéem dijelu hidrolizata pSeni¢ne slame (Satimanont i sur., 2012). Povecanje udjela
strukturnih ugljikohidrata pridonosi i povecanje temperature tijekom Kiselinske predobrade
(Satimanont i sur., 2012). Tako poviSenjem temperature (sa 160 °C na 180 °C) uz isto vrijeme
zadrzavanja (1 min) udio ksilana raste te pri temperaturi predobrade od 160 °C udio ksilana
iznosi 7,56 % dok je pri temperaturi predobrade od 180 °C udio ksilana ve¢i 1 iznosi 11,14 %.
Povecanje udjela strukturnih ugljikohidrata takoder je wvidljivo povecanjem vremena
zadrzavanja tijekom provodenja kiselinske predobrade. Tako je pri istoj temperaturi predobrade
(200 °C) i razli¢itim vremenima zadrzavanja (1 min i 5 min) udio glukana razli¢it odnosno
povecava se produljenjem vremena zadrzavanja. Pri temperaturi predobrade od 200 °C i
vremenu zadrzavanja od 1 min udio glukana je 3,22 %, a pri temperaturi predobrade od 200 °C
I vremenu zadrzavanja od 5 min taj udio glukana raste na 5,40 %. Moze se primjetiti da je pri
temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min zabiljezen suprotan trend, odnosno
povecanjem temperature predobrade s 180 °C na 200 °C udio ksilana se smanjuje na 3,16 %.
Pad udjela ksilana pri vi$im temperaturama (200 °C) posljedica je razgradnje ksiloze pri visim
temperaturama do furfurala (Satimanont, 2012). Hu i sur. (2008) su iz eksperimentalnih
podataka zakljucéili da tijekom provodenja kiselinske predobrade kiselina ima ulogu katalizatora
cijepanja  — 1,4 — glikozidne veze u ksilooligomerima sto dovodi do povecéanja prinosa ksiloze.
Medutim, provodenje kiselinske predobrade pri ve¢im temperaturama i koncentracija kiselina
rezultirat ¢e depolimerizacijom ksilana (hemiceluloze) i dovesti do oslobadanja inhibitora.
Vrijednosti za arabinan su podjednake te se nalaze u rasponu od 0,58 % do 2,08 % (Slika 11).
Maksimalan udio arabinana od 2,08 % zabiljezen je predobradom pSeni¢ne slame pri
temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min, a mimimalan udio arabinana od 0,58

% postignut je predobradom psenic¢ne slame pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja
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od 10 min. Povecanje temperature i vremena zadrzavanja tijekom Kkiselinske predobrade
doprinosi ve¢em udjelu arabinana (Lenihan i sur., 2009). Tako udio arabinana pri temperaturi
od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min iznosi 1,75 %, a pri temperaturi od 180 °C i vremenu
zadrzavanja od 1 min 2, 08 %. Nakon postizanja maksimalnog udjela arabinana pri temperaturi
od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min (2,08 %) daljnjim povecanjem temperature na 200
°C kod vremena zadrzavanja od 1 min udio arabinana se smanjuje na 0,77 %. Razlog tomu je
S§to se arabinoza pri poviSenim temperaturama i vremenima zadrzavanja brze razgraduje u
odnosu na ksilozu (Gunnarsson i sur., 2008). Udjeli lignina topivog u kiselini (LTK) nakon
provedenih postupaka predobrade pri temperaturama od 160 °C do 200 °C i vremenima

zadrzavanja od 1 do 10 minuta nalaze u rasponu od 0,84 do 2,18 % (Slika 11.).

Tablica 11. Udjeli octene kiseline, mravlje kiseline, levulinske kiseline i furana u teku¢em
dijelu hidrolizata pSeni¢ne slame dobivenom nakon Kiselinske predobrade
pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pri 160 do 200 °C, vremenu zadrzavanja

od 1 do 10 minuta i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 %.

Temperatura vrijeme Woctena kiselina | Wmravlja kiselina | Wlevulinska kiselina | Wfurani
[°C] zadrZavanja [9%6] [9%] [90] [90]
[min]

1 1,05 0,92 0,00 0,082

160 5 0,98 1,04 0,00 0,186
10 1,05 0,93 0,00 0,066

1 1,31 1,42 0,00 0,52

180 5 1,35 1,14 0,00 0,81
10 1,31 1,33 0,00 0,50

1 0,78 0,83 0,07 0,07

200 5 1,21 0,89 0,17 0,17
10 0,99 1,13 0,15 0,15

Tijekom kiselinske hidrolize lignoceluloznih sirovina pentoze, nastale hidrolizom

hemiceluloze, pri visokim temperaturama i vremenima zadrzavanja, razgraduju se do 2-
furaladehida (furfurala), odnosno heksoze, nastale razgadnjom celuloze i hemiceluloze, pri
viS§im temperaturama i vremenima zadrzavanja prevode se do 2-hidroksimetilfurfurala (HMF)
(Ko i sur., 2015). Daljnjim povecanjem parametara kiselinske predobrade (temperature i
vremena zadrzavanja), HMF se razgraduje do levulinske i mravlje kiseline dok se furfural pri

veéim temperaturama i duzem vremenu zadrzavanja prevodi do mravlje kiseline (Palmqvist i
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sur., 2000). Udio ukupnih furana (furfural i HMF) zabiljeZen tijekom ove Kiselinske predobrade
bio je u rasponu od 0,08 % do 0,19 %. Predobradom pseni¢ne slame pri temperaturi od 160 °C
I vremenu zadrzavanja od 10 min zabiljeZen je najmanji udio ukupnih furana u iznosu od 0,06
%, dok je pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min zabiljeZen najvec¢i udio
ukupnih furana u iznosu od 1,49 % (Tablica 11.). Hidrolizati lignoceluloznih sirovina takoder
sadrze i alifatske kiseline, kao $to su octena, mravlja i levulinska kiselina. Octena kiselina
primarno nastaje hidrolizom acetilnih grupa hemiceluloze (Jonsson i sur., 2013). Levulinska
kiselina nastaje razgradnjom HMF pri visokoj temperaturi i u prisutnosti kiseline (Jonsson i
sur., 2013). Osim levulinske Kkiseline, tijekom procesa kiselinske predoobrade iz HMF i
furfurala nastaje i mravlja kiselina (Jénsson i sur., 2013, Ulbricht i sur., 1984). Udio alifatskih
kiselina u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina ponajviSe ovisi o vrsti sirovine i uvjetima
predobrade. Sirovine sa ve¢im udjelom acetiliranog ksilana, kao $to su poljoprivredni ostatci,
u koje se svrstava i pseni¢a slama, i tvrdo drvo daju vece koncentracije alifatskih kiselina od
mekog drveta. Najveéi udio octene kiseline (1,42 %) nastaje predobradom pSeni¢ne slame pri
temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min. Daljnjim poveéanjem temperature,
vremena zadrzavanja i koncentracije kiseline, HMF se razgraduje do levulinske i mravlje
kiseline. Pri temperaturama od 160 °C i 180 °C, kod svih vremena zadrzavanja (1 min, 5 min i
10 min) levulinska kiselina nije detektirana. Pri temperaturi od 200 °C kod svih vremena
zadrzavanja (1 min, 5 min i 10 min) zabiljeZena je prisutnost levulinske kiseline u rasponu od
0,07 — 0,15 %. Udio mravlje kiseline, koja je nastala pri svim uvjetima predobrade, priblizno je
jednaka i krece se u rasponu 0od 0,77 do 1,34 %. Najveci udio mravlje kiseline od 1,34 % postize
se predobradom pSeni¢ne slame pri temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min

(Tablica 11.).
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Tablica 12. Masa ukupnih ugljikohidrata, glukoze, ksiloze i arabinoze i iskoristenje ukupnih uljikohidrata, glukoze, ksiloze i arabinoze u teku¢em
dijelu hidrolizata pseni¢ne slame dobivenom nakon kiselinske predobrade u visokotlatnom reaktoru pri temperaturama od 160 do

200 °C, vremenu zadrzavanja od 1 do 10 minuta i koncentracijama fosforne kiseline od 2,0 %.

Temperatura Vrijeme IskoriStenje | IskoriStenje | IskoriStenje | IskorisStenje
(°O) zadrZavanja | MukupniUH | Mglukoza Mksiloza Marabinoza hidrolize hidrolize hidrolize hidrolize
(min) [0] [0] [0] [a] ukupnih glukoze ksiloze arabinoze
ugljikohidrata [90] [90] [90]
[%6]
1 68,53 15,82 42,98 9,73 15,13 5,89 30,04 40,73
160 5 88,88 15,98 61,67 11,22 20,40 7,56 43,11 46,97
10 70,69 23,99 38,79 7,91 16,22 8,92 27,11 33,11
1 101,31 26,44 63,29 11,58 23,83 9,84 44,24 48,47
180 5 54,97 19,57 28,62 6,77 12,61 7,27 20,00 28,34
10 88,76 27,33 51,68 9,82 20,37 10,16 36,12 41,11
1 42,19 11,92 2,07 0,06 9,68 4,43 1,45 6,07
200 5 49,39 30,03 16,01 3,37 11,23 11,17 11,19 15,49
10 44,76 23,56 17,97 3,23 10,18 8,74 12,56 13,52

*Ukupni UH-ukupni ugljikohidrati
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Tablica 13. Sastav ¢vrste faze nakon kiselinske predobrade pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pri temperaturama od 160 do 200 °C,

vremenu zadrzavanja od 1 do 10 minuta i koncentracijama fosforne kiseline od 2,0 %.

Temperatura vrijeme Mevrsta faza Waglukan Whsilan Warabinan WLNTK WLTK Whmravlja kiselina
(°C) zadrZavanja [9] [%6] [%0] [%6] [%6] [%0] [%0]
(min)
1 241,81 50,86 8,61 0,29 30,25 0,24 7,58
160 5 214,96 47,51 12,03 1,64 30,54 0,25 8,02
10 137,64 53,90 6,71 0,00 30,99 0,25 8,14
1 191,45 82,43 19,64 9,01 38,49 0,31 10,11
180 5 350,94 32,40 19,34 4,38 35,27 0,26 8,36
10 179,63 42,63 13,60 2,37 32,57 0,26 8,56
1 339,72 26,45 18,84 5,17 38,31 0,26 8,60
200 5 332,49 32,72 12,04 3,33 40,85 0,33 10,73
10 202,70 30,93 11,38 3,14 43,50 0,33 10,71
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U sastavu Cvrste faze nakon kiselinske predobrade pSeni¢ne slame u visokotlathom
reaktoru pri temperaturama od 160 do 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1 do 10 minuta udio
glukana krece se u rasponu od 26,45 % do 42,63 % odnosno najmanji udio glukana u iznosu od
26,45 % odreden je predobradom pSeni¢ne slame pri temperaturi od 200 °C i vremenu
zadrzavanja od 1 min dok je najveci udio glukana u iznosu od 42,63 % odreden pri temperaturi
od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min. Navedene rezultate odnosno slabu hidrolizu
celuloze potvrduju i niska iskoriStenja glukoze u tekuc¢em dijelu hidrolizata (Tablica 12.).
Najvece iskoriStenje hidrolize glukoze postignuto je predobradom pSeni¢ne slame pri
temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min i iznosi samo 11,17 %. Dobiveni
rezultati mogu se objasniti specificnom strukturom celuloze. Molekule celuloze najcesce
sadrzavaju od 2 000 do 20 000 glukoznih jedinica. Dugi paralelni lanci povezani su vodikovim
i van der Waalsovim silama koje daju celulozi visok stupanj molekulske uredenosti. Agrerirane
molekule celuloze tvore mikrovlakna koja su medusobno povezana i tvore vlakna. Vlaknasta
struktura i intermolekulske veze ¢ine celulozu otpornom na mehani¢ko rastezanje, slabo
topljivom u otapalima i otpornom na enzimsku hidrolizu s celulazama (Ivan¢ié¢ Santek i sur.,
2016). Glavni udio celuloze ¢ini kristali¢na celuloza, dok samo mali udio zauzima amorfna
celuloza, stoga se celuloza smatra visokokristalicnim materijalom (Satimanont, 2012). Veliki
broj vodikovih veza odgovoran je za visok stupanj kristali¢nosti nativne celuloze. Manji dio
celuloze je u amorfnom obliku i podloZniji enzimskoj hidrolizi od kristali¢ne celuloze (Henriks
i Zeeman, 2009; Laureano-Perez i sur., 2005). Celuloza je netopiva u konvencionalnim
otapalima i vrlo otporna na kemijske metode predobrade kao $to je kiselinska hidroliza (Rinaldi
i Sciith, 2009). Udio ksilana nakon kiselinske predobrade krece se u rasponu od 6,71 % do 19,64
%. Najmanji udio ksilana u iznosu od 6,71 % odreden je predobradom pSenicne slame pri
temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min dok je najveci udio ksilana (1,94 %)
odreden pri temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min. Udio ksilana u sastavu
¢vrste faze hidrolizata nakon kiselinske predobrade u visokotlaénom reaktoru znac¢ajno je manji
od udjela glukana. Razlog tomu je razgranata i amorfna struktura hemiceluloze koja je
podloznija hidrolizi od celuloze kako je ranije objasnjeno. Na vec¢i udio glukana u sastavu cvrste
faze hidrolizata ukazuju i bolja iskoristenja ksiloze u odnosu na iskoriStenje glukoze (Tablica
12.). Maksimalno iskoriStenje glukoze dobiveno je predobradom pSeni¢ne slame pri
temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min i iznosi 11,71 %, a maksimalno
iskoriStenje ksiloze pri temperaturi od 180 °C i vremenu zadrZavanja od 1 min i iznosi ¢ak 44,24
% (Tablica 12.). Pri navedenim uvjetima takoder je postignuto maksimalno iskoriStenje

ukupnih ugljikohidrata u teku¢em dijelu hidrolizata u iznosu od 23,83 %. U &vrstoj fazi
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hidrolizata takoder su odredeni udjeli arabinana u rasponu od 0,00 % do 9,01 %. Udjeli
arabinana su relativno niski. Pri ve¢im temperaturama, vremenima zadrzavanja i koncentraciji
kiseline tijekom kiselinske predobrade oslobada se veca koli¢ina arabinoze. Najveci udio
arabinana postignut je pri temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min u iznosu od
9,01 %. Daljnim povecanjem temperature udio arabinana pada te pri temperaturi od 200 °C i
vremenu zadrzavanja od 10 min iznosi samo 3,14 %. Pri velikim temperaturama i vremenima
zadrZavanja arabinan se razgraduje brze od ksilana (Hu i sur., 2010; Gunnarsson i sur., 2008).
Lignin netopiv u kiselini (LNTK) i pepeo odredeni su i u ¢vrstoj fazi te je odreden njihov
zajednicki udio koji se krece u rasponu od 30,99 % do 43,50 %. Najveci udio LNTK u iznosu
0d 43,50 % odreden je pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min. Udio lignina
topivog u kiselini (LTK) podjednak je za sve uvjete predobrade i krece se u rasponu od 0,24 %
do 0,26 % te je zanemariv. Nusproizvodi, osim mravlje Kiseline, su potpuno izostali iz ¢vrste
faze hidrolizata. U postupku kiselinske predobrade p$eni¢ne slame pri temperaturi od 200 °C i
vremenu zadrZavanja od 10 min dobiven je najveci udjel mravlje kiseline u iznosu od 10,71 %.
Mogu¢i razlog je da nakon predobrade i provodenja dvostupanjske kiselinske hidrolize ¢vrsta

faza nije isprana dovoljnom koli¢inim vruce vode.
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Na slici 12. prikazan je ¢vrsti dio hidrolizata pSeni¢ne slame dobiven kod razli¢itih
uvjeta predobrade u visokotlatnom reaktoru. Kao §to se vidi na slici 12. promjena intenziteta
boje i teksture hidrolizata ovisi o temperaturi i vremenu zadrzavanja. Moze se opaziti da na
intenzitet boje ¢vrstog dijela hidrolizata veéi utjecaj ima temperatura predobrade u odnosu na
vrijeme zadrzavanja. Najsvjetlija boja ¢vrstog dijela hidrolizata postignuta je pri temperaturi

predobrade od 160 °C, dok je najtamnija boja postignuta pri temperaturi predobrade od 200 °C.

Slika 12. Cvrsti dio hidrolizata pseni¢ne slame pri ovim uvjetima predobrade: a) temperature

od 160 °C, 180 °C, 200 °C (s lijeva na desno) i vremenu zadrzavanja od 1 minute b)
temperature od 160 °C, 180 °C, 200 °C (s lijeva na desno) i vremenu zadrzavanja od

10 minuta.
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4.2. SARZNI ANAEROBNI UZGOJ KVASCA Saccharomcey cerevisiae (DIVLJI TIP) |
GENETICKI MODIFICIRANOG KVASCA Saccharomyces cerevisiae Y9 NA
HIDROLIZATU PSENICNE SLAME U ERLENMEYER TIKVICAMA

U ovom dijelu istraZivanja provedena su preliminarna istraZivanja anaerobnog uzgoja
kvasaca S. cerevisiae (divlji tip) i geneti¢ki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9, koji moze
koristiti pentoze, na hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenom kiselinskom predobradom u
visokotlatnom reaktoru. Rezultati Sarznog anaerobnog uzgoja kvasca Saccharomyces
cerevisiae (divlji tip) na hidrolizatu pSeni¢ne slame prikazani su na slikama 13 i 14., a rezultati
Sarznog anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog kvasca Saccharomyces cerevisiae Y9
prikazani na slikama 15. - 22.. Sastav koriStene lignocelulozne sirovine, odnosno pSeni¢ne
slame, prikazan je u tablici 9. Za anaeroban uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae (divlji tip)
i geneticki modificiranog kvasca Saccharomyces cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
koriSteni su tekuc¢i dijelovi hidrolizata dobiveni predobradom pSeni¢ne slame pri odredenim
uvjetima. Za anaeroban uzgoj kvasca S. cerevisie (divlji tip) koriSteni su tekuéi dijelovi
hidrolizata dobiveni predobradom pseni¢ne slame pri razli¢itim uvjetima kao $to je prikazano
u tablici 14..
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Tablica 14. Sastav tekuceg dijela hidrolizata nakon kiselinske predobrade p$eni¢ne slame pri razli¢itim procesnim parametrima za anaerobni uzgoj

kvasca Saccharomyces cerevisiae (divlji tip) 1 geneti¢ki modificiranog kvasca Saccharomyces cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama.

Uvjeti predobrade Yolukoza Yksiloza Yarabinoza Yfurani Ymravljakiselina | Yoctena kiselina | Ylevulinska kiselina

[gL™] [gL™] [oL™] [oL™] [oL™] [gl] [oL™]
PS/160 °C/5 min/2, 00 % H3PO4 2,35 9,07 1,65 0,14 0,72 0,76 0,00
PS/160 °C/10 min/2, 00 % H3PO4 3,75 6,08 1,24 0,052 0,83 0,73 0,00
PS/180 °C/1 min/2, 00 % H3PO4 3,86 9,24 1,69 0,37 0,95 1,03 0,00
PS/180 °C/10 min/2, 00 % H3PO4 4,23 8,00 1,52 0,39 1,02 1,03 0,00
PS/200 °C/5 min/2, 00 % H3PO4 5,55 2,96 0,62 0,85 1,11 0,82 0,16
PS/200 °C/10 min/2, 00 % H3PO4 4,09 3,12 0,56 1,03 0,86 0,98 0,13
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Medusobna usporedba uspjesnosti anaerobnog uzgoja razlicitih sojeva kvasca (divlji
soj kvasca S. cerevisiae i geneticki modificirani soj kvasca S. cerevisiae Y9) izvrSena je na
osnovi pokazatelja uspjesnosti bioprocesa kao §to su: stupanj konverzije supstrata u produkt
(Ypss), ucinkovitost (E) i produktivnost (Pr) procesa. Tijekom preliminarnih istrazivanja
pogodnosti uporabe tekuceg dijela hidrolizata pSeni¢ne slame za Sarzni anaerobni uzgoj
utvrdeno je da je nuzan dodatak anorganskog izvora dusika i fosfora te kvas¢evog ekstrakta, a

da bi se pospjesio rast biomase kvasca.

4.2.1. Sarzni anaerobni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae (divlji tip) na hidrolizatu

pSeni¢ne slame u Erlenmeyer tikvicama

Kvasac S. cerevisiae najéesce se primjenjuje u komercijalnoj proizvodnji zbog visokog
prinosa etanola (= 0,45 — 0,50 grama etanola po gramu glukoze), visoke produktivnosti (2-5 g
1L-Iht), sposobnosti rasta pri visokim koncetracijama $eéera i etanola. Maksimalan teoretski
prinos za heksoze, odnosno pentoze je 0,511 kg etanola i 0,0489 kg CO> po kg Secera (Kang i
sur., 2014). Nadalje, kvasac S. cerevisiae ima status GRAS (eng. Generally Recognized As
Safe) §to zna¢ajno pojednostavljuje proces proizvodnje (Ivanéi¢ Santek i sur., 2016). Kvasac S.
cerevisiae (divlji soj) ima sposobnost rasta na glukozi, fruktozi, saharozi i maltozi, ali ne i na
pentozama kao npr. ksilozi. Prema istrazivanju Musak, 2016. pokazano je da odabrani divlji soj
kvasca, koji je koriSten u ovom istrazivanju, ima sposobnost sinteze etanola tijekom anaerobnog
rasta na hidrolizatima dobivenim kiselinskom predobradom pSeni¢ne slame. Takoder je
utvrdeno da taj divlji soj kvasca ne tro$i ksilozu i1 arabinozu tijekom rasta.. Na temelju
literaturnih podataka o metaboli¢koj sposobnosti divljeg soja kvasca S. cerevisiae za Sarzni
anaerobni uzgoj odabrani su tekuci dijelovi hidrolizata pSeni¢ne slame dobiveni predobradom
pri temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min 0odnosno pri temperaturi od 200 °C
i vremenu zadrzavanja od 5 min. Teku¢i dio hidrolizata dobiven predobradom pri temperaturi
od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 minute odabaran je za provodenje anaerobnog uzgoja
kvasca zbog najveée koncentracije $eéera (glukoze - 27,33 gL™?) prisutne u tom hidrolizatu.
Osim sposobnosti koriStenja monosaharida i sinteze etanola, u ovom dijelu istrazivanja
ispitivan je i utjecaj inhibitora na sposobnost rasta i sintezu etanola kod divljeg soja kvasca S.
cerevisiae. U svrhu ispitivanja inhibitornog djelovanja odabran je teku¢i dio hidrolizata dobiven
predobradom pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min. Hidrolizat s
povec¢anom koncentracijom ukupnih furana je odabran zbog Cinjenice da je u prethodnim

65



Rezultati i rasprava

istrazivanjima uoceno da divlji soj kvasca moze rasti na koncentracijama ukupnih furana do 1
gL (Musak, 2016.). Rezultati anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S.cerevisie na hranjivoj
podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom pseni¢ne slame pri temperaturi
od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 1 min odnosno pri temperaturi 200 °C 1 vremenu

zadrzavanja od 5 min prikazani su na slikama 13. i 14.
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Slika 13.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, [1), ksiloze (yksi, ) arabinoze (yaran, W),
etanola (yeton, A) 0dnosno opticke gustoce (ODegoo, 4) na hidrolizatu pseni¢ne slame
(180 °C/1 min/ 2,0 % H3POa) tijekom anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S.

cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama.
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Slika 13.b. Promjena koncentracije mravlje (ymk, [1), octene (yok, ), levulinske (yLk, H)
kiseline na hidrolizatu pseni¢ne slame (180 °C/ 1 min/ 2,0 % H3POg) tijekom

anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S. cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama.

Koncentracija ukupnih secera (glukoza, ksiloza i arabinoza) u hranjivoj podlozi na
pocetku bioprocesa iznosila je 14,79 gL.* od &ega je koncentracija glukoze bila u iznosu od 3,86
gL™. Do 9 sata uzgoja zabiljezene su male promjene koncentracije glukoze odnosno u 9 satu
uzgoja koncentracija glukoze pala je sa pocetnih 1,71 gLt na 1,67 gL™%. To je razdoblje lag —
faze rasta ili faze prilagodbe rasta. Naime, jednostani¢ni mikroorganizmi (bakterije i kvasci) ne
pocinju se odmah razmnoZavati kada se nacijepe na hranjivu podlogu, jer je potrebno odredeno
vrijeme da se stanice priviknu na okolinu. Pri tome stanice povecavaju svoj volumen,
sintetiziraju enzime i meduprodukte potrebne za rast i razmnozavanje. Kvasac je poceo
intenzivnije metabolizirati glukozu iz hranjive podloge tek nakon 9 sata uzgoja kada
koncentracije glukoze pocinje naglo padati. Pocetnu nisku potrosnju glukoze potvrduje i
znacajniji rast promjene koncentracije mikrobne biomase. Do 9 sata uzgoja kvasca S. cerevisie
nije zabiljezen znacajniji rast kvaSceve biomase. Tek nakon 9. sata uzgoja kvasac pocinje
intenzivnije rasti §to potvrduje i nagli rast opticke gustoce (OD, Slika 13.a.). Nakon 24. sata
uzgoja koncentracija glukoze iznosila je 0,01 gL™?. Tijekom uzgoja kvasca nije zabiljezena
sinteza etanola odnosno koncentracija etanola tijekom cijelog vremena trajanja uzgoja iznosila
je 0 gLL. Pogetne koncentracije octene odnosno mravlje kiseline iznosile su 0,95 gL odnosno
1,31 gL, Prema literaturnim podacima navedene koncentracije octene i mravlje kiseline nisu

inhibirajuce za rast kvasaca S. cerevisiae. Prema istrazivanjima Casey i sur., (2010) octena
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kiselina prisutna u hranjivoj podlozi u rasponu koncentracija od 7,5 do 15 gL pri pH 5-6
djelovala je inhibirajuce na kvasac drasti¢no smanjujucéi rast kvasca S. cerevisiae. S obzirom na
niske koncentracije octene i mravlje kiseline dobivene ovim eksperimentom moze se zakljuciti
da izostanak sinteze etanola nije povezan s koncentracijom inhibitora. Izostanak sinteze etanola
moze se objasniti niskim koncentracijama Secera i sinergistiCkim djelovanjem inhibitora.
Nakon 24. sata uzgoja koncentracija octene odnosno mravlje kiseline iznosile su 1,55 gL™,
odnosno 1,19 gL*. Slabe kiseline, kao $to su octena, mravlja i levulinska kiselina, u ve¢im
koncentracijama mogu inhibirati rast kvasca. Nedisocirane slabe kiseline su liposolubilne i
mogu difundirati u plazminu membranu. U citosolu disocijacija slabih kiselina odvija se pri
neutralnoj, citosolnoj pH vrijednosti Sto rezultira povisenjem citosolnog pH $to rezultira
inhibicijom proliferacije stanica kvasca. Stoga je zadrzavanje neutralne citosolne pH vrijednosti
od velike vaznosti za odrzavanje stani¢ne vijabilnosti (Imai i Ohono, 1995). Koncentracija
nedisociranog oblika slabih kiselina u hidrolizatu lignoceluloznih sirovina ovisi o vrijednosti
pH stoga se pH smatra krucijalnim parametrom tijekom provodenja procesa fermentacije
(Palmqvist i Hagerdal, 2000). Optimalna pH vrijednost za rast kvasca S. cerevisie je u rasponu
od 5,0 do 5,5. Levulinska kiselina tijekom cijelog vremena trajanja uzgoja nije detektirana.
Potro$nja supstrata (AS) iznosi 1,71 gL. S obzirom na izostanak sinteze etanola ostali
pokazatelji uspjesnosti odnosno prinos produkta (Yp),stupanj konverzije supstrata u produkt
(Yrss), produktivnost (Pr) te efikasnot (E) nisu se mogli odrediti (Tablica 14.).
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Rezultati anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S. cerevisie na hranjivoj podlozi s
tekucim dijelom hidrolizata dobivenim predobradom p$eni¢ne slame pri temperaturi od 200 °C

I vremenu zadrzavanja od 5 min prikazani su na slici 14.
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Slika 14.a. Promjena koncentracije glukoze (ygi, L), ksiloze (yxsi, ) arabinoze (yarab, W),
etanola (yetoH, A) odnosno opticke gustoce (ODeoo, ®) na hidrolizatu pSeni¢ne slame
(200 °C/ 5 min/ 2,0 % H3POQ,) tijekom anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S.

cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama.
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Slika 14.b. Promjena koncentracije mravlje (ymk, [J), octene (yok, ), levulinske (yLk, H)
kiseline, glicerola (ygiic, &) i furana (ysr, X) na hidrolizatu pseni¢ne slame (200
°C/ 5 min 2,0 % HsPO.) tijekom anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S.

cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama.

69



Rezultati i rasprava

Koncetracija ukupnih Secera na pocetku procesa anaerobnog uzgoja divljeg soja
kvasca S. cerevisiae na hidrolizatu dobivenom predobradom pri temperaturi od 200 °C i
vremenu zadrzavanja od 5 min iznosila je 9,13 gL™. U usporedbi s uzgojem kvasca na
hidrolizatu dobivenim predobradom pSeni¢ne slame pri temperaturi od 180 °C i vremenu
zadrzavanja od 1 min potrosnje glukoze iznosi 0,15 gL .U prvih 9 sati uzgoja kvasac S.
cerevisie nije trosio glukozu, a potom se koncentracije glukoze poc¢inje smanjenjivati. Po¢etna
koncentracija glukoze iznosila je 5,55 gL, dok je nakon 24 sata uzgoja koncentracija glukoze
iznosila 5,41 gL™. Tijekom 24 sata uzgoja koncentracija ksiloze nije se mjenjala. Porast
koncentracije ksiloze i arabinoze nakon 9. sata uzgoja posljedica je analitickih pogresaka.
Razlog smanjene potrosnje glukoze u odnosu na prethodni eskperiment je veca koncentracija
nastalih inhibitora pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min u odnosu na
temperaturu od 180 °C i vrijeme zadrzavanja od 1 min (Tablica 14.). Vise koncentracije
ukupnih furana smanjuju specifi¢nu brzinu rasta stanica kvasca te specifi¢nu brzinu proizvodnje
etanola (Palmqvist i Hégerdal, 2000). Na poveéane koncentracije furana osjetljiviji je rast
kvasca nego sinteza etanola (Palqvist i sur., 1999). Furan aldehidi inhibiraju proces fermentacije
smanjenjem enzimske aktivnosti i oSte¢enjem stanice kvasca (Allan i sur., 2010; Sanchez i
Bautista, 1988). Nakon 6. sata uzgoja vidljivo je smanjenje koncentracije ukupnih furana.
Stanice kvasca mogu reducirati furfural do furfuril alkohola u procesu fermentacije $to rezultira
produzenom lag fazom tijekom alkoholne fermentacije (Ko i sur., 2015). Tijekom anaerobnih
uzgoja kvasac S. cerevisiae moze konvertirati furfural do furfuril alkohola i HMF do 2,5-bis-
hidroksimetilfurana. Osim furfurala zabiljezene su i koncentracije octene, mravlje i levulinske
kiseline koje su tijekom 24 sata uzgoja bile konstantne (Slika 14.b.). U usporedbi s prethodnim
uzgojem (180 °C i vrijeme zadrzavanja 1 min) registrirana je i prisutnost levulinske kiseline
(0,15 gL™*). Koncentracija levulinske kiseline tijekom 24 sata uzgoja je bila konstantna. Isto
kao 1 u prethodnom eksperimentu s obzirom na izostanak sinteze etanola pokazatelji uspjesnosti
odnosno prinos produkta (YY), stupanj konverzije supstrata u produkt (Yess), produktivnost (Pr)

te efikasnot (E) nisu mogli biti zracunati (Tablica 15.).

70



Rezultati i rasprava

4.2.1. Sarni anaerobni uzgoj geneti¢ki modificiranog kvasca Saccharomyces cerevisiae Y9

na hidrolizatu pSeni¢ne slame u Erlenmeyer tikvicama

U ovom dijelu istrazivanja prikazan je Sarzni anaerobni uzgoj geneticki
modificiranog kvasca Saccharomyces cerevisiae Y9 na hidrolizatu pSeni¢ne slame u
Erlenmeyer tikvicama. Rezultati uzgoja prikazani su na slikama 15. - 22.. U ovom dijelu
istrazivanja koristio se geneticki modificiran soj kvasca S. cerevisiae Y9 koji se od divljeg
soja kvasca S. cerevisiae razlikuje po tome $to uz sposobnost metaboliziranja heksoza takoder
ima sposobnost metaboliziranja pentoza (ksiloza i arabinoza). Za adekvatnu usporedbu
anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisie Y9 na hranjivoj podlozi dobivenoj od hidrolizata
predobradenih lignoceluloznih sirovina koristile su se dvije kontrolne podloge koje su
pripremljene kako je opisano u poglavlju 3.1.3.2. (Tablica 3.). Prva kontrolna podloga
sadrzavala je glukozu i ksilozu, dok je druga kontrolna podloga sadrzavala samo ksilozu u
koncentracijama sli¢nima kao kod hidrolizata pSeni¢ne slame. Uzgojem kvasca S. cerevisie
Y9 na prvoj kontrolnoj podlozi Zeljela se ispitati sposobnost kvasca da metablizira ksilozu u
prisustvu glukoze, dok se provodenjem uzgoja kvasca S. cerevisiae Y9 na drugoj kontrolnoj
podlozi Zeljela ispitati sposobnost kvasca da metabolizira pentoze odnosno ksilozu. Rezultati
anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog soja kvasca Y9 na kontroloj podlozi koja sadrzi
samo ksilozu prikazani su na slici 15. dok su rezultati uzgoja istog kvasca na kontrolnoj

podlozi koja sadrzi samo glukozu i ksilozu prikazani na slici 16..
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Slika 15.a. Promjena koncentracije ksiloze (yksi, ™) i etanola (yeton, A) 0dnosno opticke gustoce
(ODsoo, ®) u kontrolnoj podlozi koja sadrzi ksilozu tijekom anaerobnog uzgoja

geneticki modificiranog soja kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama.
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Slika 15.b. Promjena koncentracije glicerola (ygiic, &) i broja zivih stanica (log N; €) u
kontrolnoj podlozi koja sadrzi ksilozu tijekom anaerobnog uzgoja geneticki

modificiranog soja kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama.
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Iz rezultata je vidljivo da geneti¢cki modificirani soj kvasca, Y9 ima sposobnost
metaboliziranja ksiloze. Na pocetku uzgoja pocetna koncentracija ksiloze iznosila je 10 gL,
dok je nakon 24. sata uzgoja koncentracija ksiloze iznosila 8,72 gL. Sposobnost
metaboliziranja pentoza potvrduju i rezultati odredivanja opticke gustoce hranjive podloge na
600 nm (ODeoo) (Slika 15.a.) i broj zivih stanica (log N) (Slika 15.b.). Prvih 8 sati uzgoja
promjene opticke gustoce (ODsoo) Su u skladu s promjenama broja Zivih stanica kvasca (log N).
ZabiljeZzena odredena odstupanja vjerojatno su posljedica analitickih pogresaka. Osim
proizvodnje etanola tijekom uzgoja geneti¢ki modificiranog soja kvasca, Y9 zabiljeZena je i
sinteza glicerola. Osim etanola i CO: tijekom alkoholne fermentacije nastaju razli¢iti
nusprodukti metabolizma kao §to su glicerol, organske kiseline i visi alkoholi. Glicerol ima
vaznu fiziolosku ulogu u regulaciji osmotskog tlaka u stanici kvasca te se za njegovu sintezu
utrodi do 4 % $eéera u podlozi (Ivanéi¢ Santek i sur., 2016). Koncentracija etanola u podlozi
nakon 24 sata uzgoja iznosila je 0,23 gL* dok je koncentracija glicerola na kraju uzgoja iznosila
0,25 gL, Potrosnja supstrata (AS) iznosi 1,38 gL, prinos produkta odnosno etanola (Yp)
iznosi 0,06 gL dok stupanj konverzije supstrata u produkt (Yes) iznosi 0,05 gg™.

Produktivnost odnosno efikasnost procesa iznosili su 0,03 gL""h"* odnosno 9,8 % .
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Slika 16.a. Promjena koncentracije glukoze (yqic, L), ksiloze (yksi, ) arabinoze (yarab, W), i
etanola (yeion, A) odnosno opticke gustoce (ODsoo, €) U kontrolnoj podlozi koja
sadrzi glukozu i ksilozu tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog soja

kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama.
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Slika 16.b. Promjena koncentracije mravlje (ymk, L), octene kiseline (yok, ), glicerola (ygiic,
A), i broja zivih stanica (log N; ) u kontrolnoj podlozi koja sadrzi glukozu i
ksilozu tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog soja kvasca S.

cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama

U ovom istrazivanju proveden je i Sarzni anaerobni uzgoj geneti¢ki modificiranog soja
kvasca Y9 u podlozi koja osim glukoze sadrzi i ksilozu (Slika 16.a. i 16.b.). Pocetne
koncentracije glukoze odnosno ksiloze bile su jednake i iznosile su 10 gL™. Iz rezultata
potros$nje supstrata vidljiv je diauksijalni rast kvasca, gdje se najprije trosi glukoza nakon cega
slijedi potro$nja ksiloze. Nakon 9 sati uzgoja sva glukoza u hranjivoj podlozi je potroSena i
slijedi brza potro$nja ksiloze odnosno brzina potro$nje supstrata iznosi 1,41 gL'h™.
Koncentracija ksiloze nakon 24 sata uzgoja iznosila je 5,09 gL. Pogetan broj zivih stanica
iznosi 2,08 *10" CFUmML™ dok broj zivih stanica nakon 24 sata uzgoja iznosi 1,15 *107
CFUmL™. Koncentracije toksi¢nih spojeva (mravlje, octene Kiseline i furana) su relativno
konstantne dok levulinska kiselina tijekom uzgoja nije niti detektirana. Kona¢na koncentracije
etanola iznosila je 0,46 gL s produktivnoséu procesa od 0,008 gL th™ i u¢inkovitosti procesa
od 3,93 %.

U ovom istrazivanju proveden je i anaerobni uzgoj geneticki modificiranog soja
kvasca na hidrolizatima dobivenima predobradom pseni¢ne slame pri svim temperaturama
predobrade (160 °C, 180 °C, 200 °C) i razli¢itim vremenima zadrzavanja (Slika 17.). Za

temperaturu predobrade pri 160 °C odabrani su hidrolizati pSeni¢ne slame dobiveni
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Rezultati i rasprava

predobradom pri vremenima zadrzavanja od 5 i 10 minuta s obzirom da su pri tim uvjetima
dobivene najvece koncentracije ukupnih Seéera. Pri temperaturi od 160 °C i vremenu
zadrzavanja od 5 min odnosno 10 min ukupne koncentracije Secera u hidrolizatima iznosile su
13,07 gL* odnosno 11,08 gL, Pri temperaturi 180 °C odabran je hidrolizat pSeni¢ne slame
dobiven predobradom pri vremenu zadrzavanja od 10 minuta zbog najmanje koncentracije
ukupnih furana prisutne u tom hidrolizatu (0,36 gL™). Nadalje, kod temperature od 180 °C u
hidrolizatima je ukupna koncentracija Secera bila na priblizno istoj raznini kod svih vremena
zadrzavanja. Od 200 °C odabrani su hidrolizati pSeni¢ne slame dobiveni pri vremenu
zadrzavanja od 5 (19,13 gL™) i 10 (7,77. gL™!) minuta zbog prisutnosti najveéih koncentracija
ukupnih Secera u tim hidrolizatima. Osim toga pri navedenim uvjetima dobivene su najnize
koncentracije ukupnih furana koje su iznosile 0,85 gL* odnosno 1,03 gL!. Potro$nja supstrata
(AS) iznosila je 11,69 gL te je za 90 % veéa u odnosu na $arzni uzgoj geneticki modificiranog
kvasca S. cerevisiae Y9 na podlozi koja sadrzi samo ksilozu. Ostali pokazatelji uspjeSnosti
procesa su takoder veéi te iznose: stupanj konverzije supstrata u produkt (Yess) = 0,05 gg?,

produktivnost (Pr) = 0,03 gL}, efikasnost (E) = 9,8 %.
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Slika 17. Hidrolizati dobiveni predobradom pseni¢ne slame pri uvjetima a) temperatura od 160

°C, vrijeme zadrZavanja 10 min, koncentracija fosforne kiseline 2,0 % b) temperatura
od 180 °C, vrijeme zadrzavanja 10 min, koncentracija fosforne kiseline 2,0 % c)
temperatura od 200 °C, vrijeme zadrZavanja 10 min, koncentracija fosforne kiseline

2,0 % i kontrolna podloga koja sadrzi samo ksilozu (d))
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Rezultati anaerobnog uzgoja geneti¢ki modificiranog soja kvasca S. cerevisie, Y9 na
hranjivoj podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom psSeni¢ne slame pri

temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min prikazani su na slici 18..
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Slika 18.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (yksi, ™) arabinoze (yarao, H) i
etanola (yeton, ) odnosno opti¢ke gustoc¢e (ODeoo, ®) na hidrolizatu pseniéne
slame (160 °C/ 5 min/ 2,0 % H3POgs) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki

modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 18.b. Promjena koncentracije mravlje (ymk, [1), octene (yok, ™), levulinske (y.x, H)
kiseline, glicerola (ygiic, &), furana (yfur, X) i broja zivih stanica (log N; #) na
hidrolizatu pSeni¢ne slame (160 °C/ 5 min/ 2,0 % H3POa) tijekom anaerobnog

uzgoja geneticki modificiranog kvaca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Iz rezultata prikazanih na slici 18. vidljivo je da geneti¢ki modificirani soj kvasca Y9
ima sposobnost metaboliziranja glukoze odnosno ksiloze. Pocetna koncetracija glukoze
odnosno ksiloze iznosila je 2,42 gL odnosno 11,60 gL dok je konaéna koncetracija glukoze
odnosno ksiloze iznosila 0,01 gL odnosno 7,36 gL™*. Koncentracija arabinoze je tijekom
cijelog bioprocesa bila konstantna. Potro$nju Secera potvrduju i rezultati opti¢ke gustoce
hranjive podloge (ODsoo) 0dnosno broja zivih stanica (log N). Vidljiv je rast geneticki
modificiranog kvasca, Y9 tijekom prva 3 sata uzgoja. Na pocetku uzgoja broj Zivih stanica
iznosio je 1,105 *10” CFUmL™ dok je nakon 3 sata uzgoja postignut broj zivih stanica od 7,55
*10” CFUmML™. Nakon 3. sata uzgoja broj zivih stanica po¢inje padati te nakon 24 sata uzgoja
iznosi 7,01 *10° CFUmML™. Smanjenje broja Zivih stanica kvasca moze se objasniti visokom
koncentracijom furana i slabih kiselina (octena, mravlja kiselina) u hidrolizatu. Koncentracija
octene i mravlje kiseline su tijekom cijelog vremena trajanja uzgoja konstantne. Pad
koncentracije octene odnosno mravlje kiseline u 6. odnosno 4. satu uzgoja geneticki
modificiranog kvasca vjerojatno su posljedica analitickih pogresaka. Levulinska kiselina
tijekom uzgoja nije detektirana. Osim etanola detektiran je i glicerol u koncentraciji od 0,16
gL, Nakon 24 sata $ar?nog procesa proizvodnje bioetanola ukupno je proizvedeno 0,19 gL
etanola uz efikasnot procesa od samo 1,96 % (Tablica 15.). Potro$nja supstrata 0odnosno prinos

produkta iznosi 6,67 gLt odnosno 0,07 gL™L. Stupanj konverzije supstrata u produkt iznosi 0,01
gg™.
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Rezultati anaerobnog uzgoja geneti¢ki modificiranog soja kvasca S. cerevisie Y9 na
hranjivoj podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom pseni¢ne slame pri

temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min prikazani su na slici 19..
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Slika 19.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (yksi, ™) arabinoze (yaran, ), i
etanola (yeton, A) 0dnosno opticke gustoée (ODeoo, ®) na hidrolizatu pseni¢ne slame
(160 °C/ 10 min/ 2,0 % H3PO,) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog

kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 19.b. Promjena koncentracije mravlje kiseline (ymk, [1), octene kiseline (yok, ),
glicerola (ygiic, &) i broja zivih stanica (log N; 4) na hidrolizatu pSeni¢ne slame
(160 °C/ 10 min/ 2,0 % HsPO4) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki
modifciranog kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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U hidrolizatu dobivenim predobradom pseni¢ne slame pri temperaturi od 160 °C i
vremenu zadrzavanja od 10 min ukupna koncentracija Secera iznosila je 11,08 gL™. U prvih 5
sati uzgoja zabiljezena je potpuna potrosnja glukoze, nakon ¢ega geneticki modificirani soj
kvasca Y9 zapo¢inje potrosnju ksiloze. Po¢etna koncentracija glukoze iznosila je 3,93 gL dok
je pocetna koncentracija ksiloze iznosila 6,92 gL™*. Koncentracija ksiloze nakon 24 sata uzgoja
iznosi 5,52 gLt Koncentracija arabinoze je tijekom cijelog bioprocesa konstantna. Promjena
opticke gustoce pri 600 nm (ODsoo) je u skladu s promjenama broja Zivih stanica (log N).
Tijekom prvih 5 sati uzgoja koncentracija geneti¢ki modificiranog kvasca raste. Po¢etan broj
Zivih stanica iznosi 7,2 *10” CFUmL™, te nakon 5 sati uzgoja broj Zivih stanica raste do 6,60
*10” CFUmL™. Nakon 24 sata uzgoja broj zivih stanica pada na vrijednost od 4,0 *10’
CFUmL™. Smanjenje broja zivih stanica posljedica je relativno visoke koncentracije toksi¢nih
spojeva i ukupnih furana. Koncentracija mravlje odnosno octene kiseline konstanta je tijekom
cijelog bioprocesa. Zabiljezena odstupanja u koncentraciji mravlje odnosno octene kiseline
vjerojatno su posljedica nedovoljne homogenizacije uzorka prije provodenja analize.
Koncentracija mravlje kiseline kreée se u rasponu od 0,81-0,95 gLt dok se koncentracija octene
kiseline kreée u rasponu od 0,56-0,92 gL. Koncentracija etanola na kraju bioprocesa bila je
veca nego u prethodnom anaerobnom uzgoju i iznosila je 0,39 gL™. Posljedi¢no tome efikasnost
bioprocesa je ve¢a u odnosu na uzgoj proveden na hidrolizatu dobiven predobradom pri
temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min i iznosi 7,06 %. Potro$nja supstrata (AS)
iznosi 5,51 gL%, prinos produkta iznosi 0,201 gL dok stupanj konverzije supstrata u produkt

iznosi 0,036 gg™.
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Rezultati anacrobnog uzgoja geneticki modificiranog soja kvasca S. cerevisie na
hranjivoj podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom pseni¢ne slame pri

temperaturi od 180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min prikazani su na slici 20..
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Slika 20.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (yksi, ™) arabinoze (yarao, H) i
etanola (yetoH, A) odnosno optic¢ke gustoée (ODeoo, 9) na hidrolizatu pseni¢ne slame
(180 °C/10 min/ 2,0 % H3PO.) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog

kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 20.b. Promjena koncentracije mravlje kiseline (ymk, [J), octene kiseline (yok, ),
glicerola (ygiic, A) i broja zivih stanica (log N; 4) na hidrolizatu pseni¢ne slame
(180 °C/ 10 min/ 2,0 % HsPOg4) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki
modifciranog kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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U hidrolizatu dobivenom predobradom psSeni¢ne slame pri temperaturi od 180 °C 1
vremenu zadrzavanja od 10 min zabiljeZena je najveca koncentracija ukupnih secera od svih
hidrolizata na kojima su se provodili anaerobni uzgoji geneticki modificiranog soja kvasca
(13,75 gL). U prva 4 sata anaerobnog uzgoja vidljiva je potrosnja glukoze i ksiloze pri ¢emu
geneti¢ki modificirani soj kvasca Y9 brze trosi glukozu u odnosu na ksilozu, odnosno nakon 4
sata uzgoja sva glukoza je utro$ena. Podetna koncentracija ksiloze iznosi 7,08 gL dok nakon
24 sata uzgoja koncentracija ksiloze pada na 5,52 gL*. Koncentracija arabinoze je tijekom
cijelom bioprocesa konstantna, ali uocena su odredena odstupanja kao posljedica analiti¢kih
pogresaka. I u ovom slu¢aju opti¢ka gustoc¢a hranjive podloge (ODeoo) pokazala se kao relativno
pouzdan indikator rasta biomase kvasca te je u skladu s brojem zivih stanica (log N). Prvih 7
sati uzgoja broj zivih stanica raste sa 1,54 *10’ CFUmL™ na 2,275 *10” CFUmL™. Nakon 7.
sata uzgoja broj zivih stanica po¢inje padati te na kraju uzgoja iznosi 5,52 *10° CFUmL™.
Koncentracije octene i mravlje kiseline tijekom cijelog vremena uzgoja su konstantne te se
kre¢u u rasponu od 1,6 - 1,09 gL za mravlju kiselinu, odnosno 1,17-1,57 gL za octenu
kiselinu. Kao i u prethodnim sluc¢ajevima levulinska kiselina nije detektirana. Zabiljezena
koncentracija etanola nakon 24. sata uzgoja iznosi 0,40 gL™X. U odnosu na uzgoj proveden na
hidrolizatu dobivenim predobradom pri temperaturi od 160 °C i vremenu zadrzavanja od 10
min ostvaren je veéi prinos etanola (0,14 gL ™) uz veéu uéinkovitost procesa (11,37 %). Stupan;j

konverzije supstrata u produkt (Yess) iznosi 0,058 gL*h™.
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Rezultati anaerobnog uzgoja geneti¢ki modifciranog soja kvasca S. cerevisie, Y9 na
hranjivoj podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom pseni¢ne slame pri

temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min prikazani su na slici 21..
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Slika 21.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, [J), ksiloze (ywsi, ) arabinoze (yaran, H) i
etanola (yetoH, A) odnosno optic¢ke gustoce (ODeoo, €) na hidrolizatu pSeni¢ne slame
(200 °C/5 min / 2,0 % HsPOg) tijekom anaerobnog uzgoja geneti¢ki modificiranog

soja kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 21.b. Promjena koncentracije mravlje kiseline (ymk, [J), octene kiseline (yok, ),
levulinske kiseline (yLk, H, glicerola (ygiic, &) i broja zivih stanica (log N; ) na
hidrolizatu pSeni¢ne slame (200 °C/ 5 min/ 2,0 % H3PO.) tijekom anaerobnog

uzgoja geneti¢ki modifciranog kvasca S. cerevisiae Y9 u u Erlenmeyer tikvicama
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Ukupna koncentracija Secera u hidrolizatu dobivenom nakon predobrade pSeni¢ne
slame pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5 min iznosila je 9,13 gL (Tablica
14.) od &ega je koncentracija glukoze 5,55 gL sto je najveca koncentracija glukoze kod svih
postupaka predobrade pseni¢ne slame na 200 °C. Koncentracija ksiloze je iznosila 2,96 gL
dok je koncentracija arabinoze iznosila 0,62 gL ™. Tijekom uzgoja vidljiva je potrosnja glukoze
I ksiloze jednakom dinamikom. Koncentracije glukoze, odnosno ksiloze na kraju anaerobnog
uzgoja iznosile su 4,22 gL odnosno 3,03 gL, Potro$nja supstrata (AS) iznosila je 0,15 gL,
Koncentracija etanola na kraju uzgoja iznosila je svega 0,08 gL ™. Osim etanola zabiljezena je i
sinteza glicerola. Najvedéa zabiljeZena koncentracija glicerola je iznosila 0,15 gL™. Maksimalan
broj zivih stanica registriran nakon 8 sata uzgoja je 5,75 *10” CFUmML™ nakon &ega pocinje
padati te u 24. satu uzgoja iznosi 2,49 *10’ CFUmL™. Koncentacije octene i mravlje kiseline
su relativno konstantne te se nalaze u rasponu od 0,86-0,98 gL za octenu kiselinu odnosno
1,04 — 1,36 gL"* za mravlju kiselinu. U ovom anaerobnom uzgoju za razliku od ostalih uzgoja

detektirana je i levulinska kiselina u rasponu od 0,13 — 0,28 gL ..
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Rezultati anacrobnog uzgoja geneticki modificiranog soja kvasca S. cerevisie na

hranjivoj podlozi s teku¢im dijelom hidrolizata dobivenih predobradom psSeni¢ne slame pri

temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min prikazani su na slici 22..
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Slika 22.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (yksi,

) arabinoze (yarab, W) i

etanola (yetoH, A) odnosno optic¢ke gustoce (ODeoo, ®) na hidrolizatu pSeni¢ne slame

(200 °C/ 10 min/ 2,0 % H3POs) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog

kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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Slika 22.b. Promjena koncentracije mravlje kiseline (ymk, [J), octene kiseline (yok, ),

levulinske (yLx, H) kiseline, glicerola (ygiic, &) 1 broja zivih stanica (log N; 4) na

hidrolizatu pseni¢ne slame (200 °C/ 10 min/ 2,0 % H3PQO4) tijekom anaerobnog

uzgoja geneticki modifciranog kvasca S. cerevisiae Y9 u Erlenmeyer tikvicama
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U hidrolizatu dobivenom pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrZavanja od 10 min
zabiljezena je nesto niza koncentracija ukupnih $ecera (7,77 gL™) nego tijekom uzgoja na
hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenom pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 5
min od ¢ega najveéi udio zauzima glukoza u iznosu od 4,09 gL . Koncentracija glukoze nakon
24. sata uzgoja iznosila je 1,12 gL . Pogetna koncentracija ksiloze je iznosila 3,12 gL"* dok je
koncentracija ksiloze nakon 24. sata uzgoja iznosila 2,03 gL . Potro$nja supstrata iznosila je
3,31 gL, Koncentracija etanola na kraju uzgoja iznosila je 0,38 gL sto je sli¢no anaerobnim
uzgojima provedenima na hidrolizatima dobivenim pri temperaturi od 180 °C i vremenu
zadrzavanja od 10 min te temperaturi od 200 °C i vremenu zadrZzavanja od 5 min. Prinos
produkta (Yp) iznosio je 0,093 gL, Glicerol, u usporedbi sa prethodno opisanim 3arznim
bioprocesom nije detektiran. Koncentracije mravlje i octene kiseline su priblizno konstatne
tijekom cijelog bioprocesa. Levulinska kiselina je detektirana u koncentraciji od 0,07 — 0,25
gL Pogetan broj zivih stanica iznosio je 7,40 *10° CFUmLte je nakon 8 sati uzgoja postignut
maksimalan prirast kvaséeve biomase u iznosu od 7,69 10’ CFUmL™. Od 8. sata uzgoja
zabiljezen je pad rasta kvasca te na kraju uzgoja broj zivih stanica iznosi 2,5 *107 CFUmL™.
Stupanj konverzije supstrata u produkt (Yess) iznosio je 0,028 gg™* dok je efikasnost procesa (E)

iznosila 5,49 %.

Tablica 15. Pokazatelji uspjesnosti anaerobnog uzgoja divljeg soja kvasca S. cerevisiae i
geneticki modificiranog soja kvasca S. cerevisiae Y9 na hidrolizatima pSeni¢ne

slame dobivenih kiselinskom predobradom.

uzgoj AS Yp Yrpis Pr E
@@L | (@) | (@9 (QL*ht) | (%)
,,divlji*“ soj/ PS/180 °C/1 min/2,00 % H3zPO4 1,71 0 - - -
,,divlji* s0j/PS/200 °C/5 min/2,00 % H3PO4 0,15 0 - - -
Y9/ PS/160 °C/5 min/2,00 % HzPO4 6,67 0,07 0,01 0,0029 1,96
Y9/ PS/200 °C/5 min/2,00 % HzPO4 2,57 - - - -
Y9/ PS/160 °C/10 min/2,00 % HzPO4 5,51 0,20 0,036 0,0084 7,06
Y9/ PS/180 °C/10 min/2,00 % H3PO4 2,36 0,14 0,06 0,0057 11,37
Y9/ PS/200 °C/10 min/2,00 % H3PO4 3,31 0,09 0,028 0,0012 5,49
Y9/ kontrolna podloga/ glukoza + ksiloza 11,69 0,21 0,02 0,008 3,93
Y9/ kontrolna podloga/ ksiloza 1,28 0,06 0,05 0,03 9,8
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4.3. SARZNI ANAEROBNI UZGOJ GENETICKI MODIFICIRANOG KVASCA
Saccharomyces cerevisiae Y9 NA HIDROLIZATU PSENICNE SLAME U
HORIZONTALNO ROTIRAJUCEM CIJEVNOM BIOREAKTORU (HRCB-u)

U ovom dijelu istrazivanja opisan je $arzni anaerobni uzgoj geneticki modificiranog
kvasca S. cerevisiae Y9 na hidrolizatu pSeni¢ne slame u HRCB-u. Anaerobni uzgoj kvasca S.
cerevisiae Y9 proveden je HRCB-u s ciljem potvrde rezultata istrazivanja u Erlenmeyer
tikvicama. HRCB je konstruiran za proizvodnju etanola na poluc¢vrstim supstratima kao $to su
i hidrolizati lignoceluloznih sirovina. Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae u HRCB-u
proveden je na hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenom postupkom predobrade pri temperaturi
180 °C i vremenu zadrzavanja od 10 min s obzirom da je tijekom tog bioprocesa u Erlenmeyer
tikvicama zabiljezen najveéi prinos produkta (0,134 gL ™) odnosno efikasnot bioprocesa (11,37
%). Tijekom ovog bioprocesa prac¢ene su promjene sastojaka hranjive podloge na isti nacin kao
i kod anaerobnog uzgoja u Erlenmeyer tikvicama. Dodatno je odredivana koncentracija
mikrobne biomase gravimetrijski. Rezultati Sarnog anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog

kvasca S. cerevisiae Y9 u HRCB-u prikazani su na slici 23..
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Slika 23.a. Promjena koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (ywsi, ) arabinoze (yarab, ) i
etanola (yetoH, A) odnosno optic¢ke gustoce (ODeoo, 9) na hidrolizatu pSeni¢ne slame
(180 °C/ 10 min/ 2,0 % HsPO4) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki modificiranog

kvasca S. cerevisiae Y9 u HRCB-u.
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Slika 23.b. Promjena koncentracije mravlje (ymk, L), octene (yok, ), levulinske (yw«, H)
kiseline, glicerola (ygic, &) i ukupnih furana (ysr, X) na hidrolizatu pSeni¢ne
slame (180 °C/ 10 min 2,0 % H3PO4) tijekom anaerobnog uzgoja geneticki

modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 u HRCB-u
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Slika 24.c. Promjena broja zivih stanica (log N, B) i koncentracije biomase (™) na hidrolizatu

pSeni¢ne slame (180 °C/ 10 min 2,0 % H3POs) tijekom anaerobnog uzgoja

geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 u HRCB-u
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Iz prikazanih rezultata (Slika 23.a.) potpuna potros$nja glukoze vidljiva je nakon 25 sati
uzgoja dok je koncentracija ksiloze do 25. sata uzgoja priblizno konstantna. Pocetna
koncentracija ksiloze iznosi 5,84 gL dok se koncentracija ksiloze u 26. satu uzgoja naglo
smanjuje na 2,86 gL. Praéenjem promjena supstrata tijekom anaerobnog uzgoja moze se
primjetiti diauksijalni rast geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae. Cilj genetickog
inzenjerstva je konstrukcija soja kvasca za procese proizvodnje bioetanola gdje ¢e se
istovremeno troSiti glukoza i ksiloza u svrhu skraéivanja vremena fermentacije i povecanja
produktivnosti procesa. Krajnji cilj je dobivanja ekonomski odrzivog industrijskog procesa
proizvodnje bioetanola pomoc¢u geneticki modificiranog mikroorganizma (Moysés i sur.,
2016). Medutim, dosada ni jedan od brojnih genetic¢ki modificiranih sojeva kvasca S. cerevisiae
nije primjenjen u industrijskoj proizvodnji etanola zbog relativno niske produktivnosti
bioprocesa (Ivanci¢ Santek i sur., 2016). Jedan od razloga je diauksijalni rast kvasca tj. kvasac
pocinje tros$iti ksilozu tek nakon potpune potrosnje glukoze iz hranjive podloge. Kod
dijauksijalnog trosenja glukoze i ksiloze potrosnja ksiloze je inhibirana glukozom kao
preferabilnim Secerom. S obzirom da transportni sustav kvasca favorizira glukozu, i u
situacijama kada je metabolizam glukoze poremecen inibitornim efekt glukoze nad
metabolizmom ksiloze je i dalje vidljiv (Moysés i sur., 2016). Tijekom svih 26 sati uzgoja
koncentracije toksi¢nih spojeva su priblizno konstantne. Najveca postignuta koncentracija
octene, odnosno mravlje kiseline iznosila je 0,97 gL, odnosno 2,29 gL Najveéa
koncentracija levulinske kiseline odnosno ukupnih furana je 0,07 gL odnosno 0,32 gL™.
Detektirani toksi¢ni sastojci hranjive podloge (octena, mravlja, levulinska kiselina, furani)
inhibiraju metabolizam kvasca ¢ak i pri malim koncentracijama prolongirajuci lag — fazu
kvasca, oStecujuci stanicnu membranu §to dovodi do acidifikacije citoplazme Sto u konacnici
rezultira smanjenjem prinosa etanola i produktivnosti bioprocesa (Moysés i sur., 2016).
Tolerantnost metabolizma kvasca na inhibiraju¢e komponente hidrolizata ne ovisi samo o vrsti
kvasca nego 1 izvoru ugljika. Kvasci su podloZniji inhibiciji tijekom fermentacije na ksilozi u
odnosu na glukozu. Razlog tomu je karakteristicna puno manja brzina potrosnje ksiloze u
odnosu na glukozu prilikom rasta kvasca na ksilozi sto moze dovesti do narusavanja
metabolizma kvasca i trosenja odredenih bitnih kofaktora koji mogu biti osobito vazni kvascu
prilikom stresnih situacija (Bergdahl i sur., 2012). Rast kvas¢eve biomase moze se uociti kroz
promjene broja Zivih stanica (log N). Pogetan broj Zivih stanica iznosio je 6,3 *10° CFUmL™.
Najvedéi broj zivih stanica postignut je u 25. satu uzgoja u iznosu od 6,49 *10° CFUmL™! nakon
gega pocinje padati i u 26. satu uzgoja iznosi 2,72 *10° CFUmL™. Promjene broja zivih stanica
(log N) prate i promjene opticke gustoce hranjive podloge i promjene biomase kvasca (Slika
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23.a. i Slika 23.b.). Pad broja zivih stanica u 26. satu uzgoja moze se objasniti kao posljedica
nakupljanja Stetnih tvari u hranjivoj podlozi koje usporavaju metaboli¢ku aktivnosti kvasca
(Pavlegi¢ i sur., 2012). Na kraju bioprocesa proizvedeno je ukupno 0,99 gL™ etanola uz
produktivnost bioprocesa od 0,0315 gL *h! te u¢inkovitost od 12,56 %.
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5.ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti slijedece:

1. Nakon kiselinske predobrade pSenicne slame u visokotlacnom reaktoru, pri temperaturama
od 160 °C, 180 °C i 200 °C, vremenu zadrzavanja od 1, 5, 10 min i koncentraciji fosforne

kiseline od Wh,po,= 2,0 % dobivene su dvije faze — ¢vrsta (predobradena pSeni¢na slama) i

tekuca faza. Udio glukana u teku¢em dijelu predobradene pSeni¢ne slame iznosio je od 2,84
do 5,40 %, ksilana od 2,82 do 11,14 %, arabinana od 0,58 do 2,09 % i lignina topivog u
kiselini (LTK) od 0,84 do 2,18 %. Udio glukana u ¢vrstom dijelu hidrolizata pseni¢ne slame
iznosio je od 26,45 do 82, 43 %, ksilana od 6,71 do 19,64 %, arabinana od 0,00 do 9,01 %,
lignina netopivog u kiselini (LNTK) od 30,25 % do 40,85 % i lignina topivog u Kiselini
(LTK) od 0,24 do 2,64 %.

2. Nakon kiselinske predobrade pseni¢ne slame pri temperaturi 180 °C, vremenu zadrzavanja

od 5 min te razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline (WH3p04= 05%,10%,15%i2,0

% ) dobivene su dvije faze — Cvrsta (predobradena pSeni¢na slama) i tekuca faza. Udio
glukana u tekucoj fazi iznosio je od 1,47 do 2,79 %, ksilana od 4,58 do 6,64 %., arabinana
od 0,48 do 1,25 % i lignina topivog u kiselini (LTK) od 0,66 do 0,97 %. Udio glukana u
¢vrstoj fazi iznosio je 42,63 %, ksilana 13,60 %, arabinana 2,37 %, lignina netopivog u
kiselini (LNTK) 30,40 % i lignina topivog u kiselini (LTK) 0,25 %.

3. Provodenjem kiselinske hidrolize pSeni¢ne slame u visokotlaénom reaktoru pri temperaturi
od 180 °C, vremenu zadrzavanja od 5 min 1 razli¢itim koncentracijama fosforne kiseline
(Whgpo,= 0,5 %, 1,0 %, 1,5 % i 2,0 %) najveéi udio glukana, odnosno ksilana dobiveni su
predobradom pri koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % i iznosili su 2,79 % odnosno 6,64
%.

4. Provodenjem kiselinske hidrolize pSeni¢ne slame u visokotlacnom reaktoru pri uvjetima
temperature od 200 °C, vremenu zadrZzavanja od 5 min i koncentraciji fosforne kiseline od
2,0 % dobiven je najveci udio glukana u teku¢em dijelu hidrolizata i iznosio je 5,40 %. Pri
navedenim uvjetima takoder je postignut najveci postotak iskoriStenja glukoze i iznosio je

11,17 %.
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5. Provodenjem kiselinske hidrolize pSeni¢ne slame u visokotlatnom reaktoru pri temperaturi
180 °C, vremenu zadrzavanja od 1 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % dobiven je
najveci postotak iskoristenja ukupnih ugljikohidrata koji je iznosio 23,83 %, najveéi postotak
iskoristenja ksilana koji je iznosio 44,24 % i najveci postotak iskoristenja arabinana koji je
iznosio 48,47 %.

6. Sarzni anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae na hranjivim podlogama s hidrolizatima
pSeni¢ne slame u Erlenmeyer tikvicama pokazuje da su veée vrijednosti pokazatelja
uspjesnosti bioprocesa zabiljeZene tijekom uzgoja geneticki modificiranog kvasca Y9 na
hranjivoj podlozi s hidrolizatom p$eni¢ne slame dobivenim pri temperaturi 180 °C, vremenu
zadrzavanja od 10 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % u odnosu na divlji soj
kvasca S. cerevisiae. U tom uzgoju zabiljezene su ove vrijednosti pokazatelja uspjesnosti
bioprocesa: Ypis = 0,028 ggt, Pr=0,00116 gL*h? i E = 11,37 %.

7. Provjera rezultata anaerobnog uzgoja kvasca u Erlenmeyer tikvicama izvrSena je u
horizontalno rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB). Tijekom Sarznog anaerobnog
uzgoja geneticki modificiranog kvasca S. cerevisiae Y9 na hranjivim podlogama s
hidrolizatom p$eni¢ne slame dobivenom predobradom pseni¢ne slame pri temperaturi 180
°C, vremenu zadrzavanja od 10 min i koncentraciji fosforne kiseline od 2,0 % zabiljezene
su ove vrijednosti pokazatelja uspjesnosti bioprocesa: Yeis = 0,064 ggt, Pr=0,0315 gL*h?
i E=12,55%
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7. PRILOZI

7.1. BAZDARNI DIJAGRAMI ZA ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE
UGLJIKOHIDRATA I PROIZVODA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM
VISOKE DJELOTVORNOSTI (HPLC)
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Slika 24. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije glukoze (a), ksiloze (b)

i arabinoze (c)
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Slika 25. Bazdarni dijagrami za odredivanje koncentracije mlije¢ne (a), mravlje (b),

octene (c) i levulinske (d) kiseline.
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Slika 26. Bazdarni dijagram za odredivanje volumnog udjela etanola.

7.2. BAZDARNI DIJAGRAMI ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIJE FURANA
TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM VISOKE DJELOTVORNOSTI
(HPLC)
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Slika 27. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ukupnih furana.
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