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1. UVOD

Otpadna lignocelulozna biomasa je jeftina, lako dostupna sirovina koja se ne koristi u
ishrani stoke, a pogodna je za proizvodnju biokemikalija i biogoriva, poput bioetanola. Pozeljne
sirovine za odrzivu proizvodnju bioetanola su slama, kukuruzovina, kukuruzni oklasci, bagasa
Secerne repe, trave, ostaci iz drvne industrije i dr. jer sadrze veliku koli¢inu ugljikohidrata koji
su odli¢an supstrat za rast ve¢ine kvasaca, bakterija i plijesni koje proizvode etanol. Glavne
komponente lignocelulozne sirovine su celuloza, hemiceluloza i lignin koji su medusobno
povezani u kompleksnu strukturu za ¢iju je razgradnju potrebno provesti ué¢inkovitu predobradu
(npr. kemijska, fizikalna, fizikalno-kemijska). Svrha predobrade je otvaranje te slozene
strukture i djelomi¢na razgradnja polimera, te povecanje dodirne povrSine potrebne za
djelovanje razli¢itih enzima. Sastav lignoceluloze varira ovisno s koriStenoj sirovini, a s
obzirom na to potrebno je odabrati najbolju vrstu dostupnih enzima koji se primjenjuju za
enzimsku hidrolizu. Najées¢ée se koriste mjesavine celulaza i hemicelulaza dobivenih iz
mikroorganizama kao $to su Trichoderma reesei ili Bacillus subtilis. lako primjena enzima
olaksava razgradnju sirovine potrebo je racionalno koristenje enzima zbog cjelokupne cijene
procesa. U vecini biotehnoloskih procesa za proizvodnju etanola koriste se kvasci kao $to je
Saccharomyces cerevisiae, ali za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina koristenje
plijesni ima odredene prednosti. U svakoj biotehnoloskoj proizvodnji nastoji se maksimalno
iskoristiti sav potencijal odredene sirovine te se iz tog razloga sve vise istrazivanja okrece prema
mikroorganizmima koji mogu Kkoristiti heksoze i pentoze uz dobar prinos etanola, npr. Mucor
indicus (Goswami i Rawat, 2015; Limayem i Ricke, 2012; Millati i sur., 2008).

U ovom radu odredit ¢e se aktivnost komercijalnih enzima, Viscozyme L i Cellulase,
enzyme blend te ¢e se odrediti optimalna koncentracija enzima koja je potrebna za provodenje
uspjesne enzimske hidrolize kiselinski predobradenih kukuruznih oklasaka. Takoder, na
dobivenom hidrolizatu provest ¢e se proizvodnja etanola pomocu plijesni Mucor indicus u

horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB) i barbotiraju¢em bioreaktoru.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignoceluloza je osnovna komponenta biljaka koja se sastoji od tri polimera, celuloze,
hemiceluloze i lignina. U lignocelulozne sirovine ubrajaju se trave, drvece, brzo rastuce
energetske biljke kao $to su miskantus, slama, kukuruzovina, kukuruzni oklasci i dr. (Kucharska
i sur., 2018). Takva vrsta sirovine moze Se Koristiti za odrzivu proizvodnju bioetanola i
biokemikalija (Mardetko i sur., 2018). Lignocelulozni materijal koji se moze koristiti za
proizvodnju etanola moze se podijeliti u Sest skupina: ostatci usjeva (razlicite vrste slame, trska
i slatki sirak, rizine ljuske, pulpa maslina), tvrdo (jasen, topola) i meko drvo (bor, smreka),
celulozni otpad (otpadni papir), zeljasta biomasa (sijeno lucerne, trave) i ¢vrsti komunalni otpad
(Busi¢ 1 sur., 2018). Polimeri koji su sastavni dio lignoceluloznih sirovina ¢ine kompleksnu
strukturu kao $to je prikazano na slici 1. Takve sirovine predstavljaju kompleksan i tesko
razgradiv supstrat za enzime zbog sadrzaja lignina koji $titi celulozu, ispreplitanja celuloze i
hemiceluloze, visoke kristali¢nosti 1 stupanja polimerizacije celuloze te zbog nepristupacne

povrsine sirovina (Andlar i sur., 2018). Sastav lignoceluloznih sirovina prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Sastav nekih lignoceluloznih sirovina (Kucharska i sur., 2018).

Sirovina Celuloza [% w w™] | Hemiceluloza [% w w™] | Lignin [% w w]
Je¢mena slama 33,8 21,9 13,8
Kukuruzni oklasci 35,0 16,8 7,0
Ostaci pamuka 58,5 14,4 21,5
Ostaci od prerade rize 36,2 19,0 9,9
Seéerna trska 40,0 27,0 10,0
PSeni¢na slama 32,9 24.0 8,9




Celuloza je linearna strukturna komponenta biljnih stanica koja se sastoji od dugog lanca
monomera glukoze povezanih p-1,4-glikozidnom vezom. Jaka i kompaktna kristalicna
struktura nastaje povezivanjem hidroksilnih skupina unutar istog i okolnih lanaca celuloze
velikim brojem vodikovih veza (Limayem i Ricke, 2012).

Hemiceluloza je amorfni heteropolimer koji se sastoji od heksoza (D-glukoze, D-galakzoze,
D-manoze) i pentoza (D-ksiloze i L-arabinoze) te moze sadrzavati D-glukoronsku, D-
galaturonsku i metilgalakturonsku kiselinu. Jedinice D-ksiloze medusobno se povezuju f-1,4-
glikozidnom vezom i ¢ine okosnicu hemiceluloze (Limayem i Ricke, 2012). Osim toga,
hemiceluloza je kovalentnim vezama povezana s ligninom i nekovalentnim vezama s celulozom
Sto povecava stabilnost lignoceluloznih sirovina (Mardetko i sur., 2018). Bo¢ni lanci koji se
pojavljuju u strukturi odreduju topljivost, fizicku konformaciju i reaktivnost ksilana s drugim
komponentama hemiceluloze. Takoder, bo¢ni lanci utjecu na nacin i opseg enzimske razgradnje
(Goswami i Rawat, 2015). Sastav Secera koji grade hemicelulozu moze varirati te ovisi 0 vrsti
biljke i uvjetima kultivacije (Kucharska i sur., 2018).

Lignin je amorfni heteropolimer koji se sastoji od tri monomera fenil propionskog alkohola,
kumaril, koniferil i sinapil alkohola medusobno povezanih esterskim vezama te tako tvore
umrezenu trodimenzionalnu strukturu (Mardetko i sur, 2018). U strukturi lignoceluloznih
sirovina, lignin je povezan s celulozom i hemicelulozom, a glavna mu je funkcija strukturna
potpora, nepropusnost i otpornost na mikrobni ili oksidativni stres biljne stanice (Andlar i sur,
2018; Kucharska i sur., 2018).

Celuloza |

Slika 1. Prikaz strukture lignocelulozne sirovine (Alonso i sur., 2012).
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2.2. ENZIMSKA HIDROLIZA LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Opcenito, enzimska hidroliza je razgradnja slozenih polimernih ugljikohidrata na razlicite
jednostavnije ugljikohidrate uz primjenu enzima. Kako bi enzimska hidroliza lignoceluloznih
sirovina bila uspjeSna prethodno je potrebno provesti ucinkoviti predtretman Sirovine.
Predtretman moze biti fizikalni (mehani¢ko usitnjavanje, piroliza, ultrazvuk), kemijski
(ozonoliza, kiselinska ili alkalna hidroliza, tretman ionskim tekuc¢inama), fizikalno-kemijski
(eksplozija parom, eksplozija CO,, AFEX) ili bioloski (Kucharska i sur., 2018). Svrha
predtretmana je povecanje poroznosti sirovine, uklanjanje lignina i hemiceluloze te smanjenje
kristalicnosti celuloze. Najcesce se koristi kiselinski predtretman pomoc¢u sumporne ili fosforne
kiseline u kojem se usitnjena biomasa natopi kiselinom odredene koncentracije pri odredenoj
temperaturi i vremenu. Tijekom navedenog predtretmana hemiceluloza se hidrolizira na mono-
i oligosaharide, a celulozna vlakna bubre §to olak$ava daljnju razgradnju te se naruSava
struktura lignina. Kiselinski predtretman se moze provoditi na temperaturi od 140 do 215 °C u
trajanju od nekoliko sekundi do nekoliko minuta, a koncentracije kiselina koje se koriste su u
rasponu od 0,5 do 10 % v v* (Kucharska i sur., 2018; Mardetko i sur., 2018).

Kako bi se povecalo iskoristenje tijekom fermentacije ¢esto se dodatno koristi bioloski
predtretman koji ukljucuje primjenu enzima. Enzimska hidroliza lignoceluloze je proces u
kojem se netopljiv supstrat razgraduje na ¢vrstu i tekucu fazu pomocu celulaza i slicnih enzima.
Stupanj enzimske hidrolize ovisi o termostabilnosti enzima, temperaturi i pH na kojoj se

provodi te ovisi 0 vrsti i koncentraciji supstrata (Pinaki i sur., 2015).

2.2.1. Celulaze

Celulaze su enzimi koji provode hidrolizu celuloze na jednostavne Seéere, a mogu se
podijeliti u nekoliko skupina: endoglukanaze, egzoglukanaze i s-glukozidaze. Endoglukanaze
razgraduju celulozna vlakna niskog stupnja kristalizacije pri ¢emu nastaju slobodni krajevi
celuloznog lanca, egzoglukanaze razgraduju krajeve lanca celuloze oslobadajuci celobiozu, a
pS-glukozidaze hidroliziraju jedinice celobioze na glukozu (Busi¢ i sur., 2018). Povecanje
koli¢ine celulaza u procesu povecava stupanj hidrolize, ali znatno poskupljuje cijeli proces.
Enzimska hidroliza pomocu celulaza najvise ovisi o nekoliko faktora koji su povezani s
karakteristikama celuloze kao §to su njena struktura, stupanj kristalizacije celuloze, dostupnost
povrsine celuloze, stupanj polimerizacije i povezivanje s ligninom (Balat, 2011). Gljive koje su
najviSe istrazene za proizvodnju celulaza pripadaju rodu Trichoderma (Sun i Cheng, 2002).
Trichoderma vrste smatraju se najproduktivnijim mikroorganizmima za razgradnju celuloze, a

T. reesei tijekom uzgoja moze izlugiti do 100 g L™ enzima (Balat, 2011). Takoder, gljive koje
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imaju celulaznu aktivnost mogu pripadati gljivama mekog, smedeg ili bijelog truljenja. Neke
plijesni koje izazivaju truljenje su Aspergillus niger, A. nidulans, A. oryzae, A. terreus,
Fusarium solani, F. oxysporum, Melanocarpus albomyces, Penicillium brasilianum,
Trichoderma reesei, T. harzianum, Neurospora crassa, Mucor circinelloides i Trichoderma
atroviride. Gljivama smedeg truljenja pripadaju Coniophora puteana, Lanzites trabeum, Poria
placenta, Tyromyces palustris, a gljivama bijelog truljenja Phanerochaete chrysosporium,
Sporotrichum thermophile, Trametes versicolor, Agaricus arvensis, Pleurotus ostreatus i
Phlebia gigantea (Kuhad i sur., 2011). U laboratorijskim istrazivanjima najce$¢e se koristi
koncentracija celulaza od 10 FPU g* celuloze jer ta koncentracija omoguéava oslobadanje
visoke koncentracije glukoze u vremenu od 48 do 72 h. Aktivnost enzima ovisna je 0
temperaturi, celulaze najve¢u aktivnost pokazuju na 50+5 °C i pH 4,5 do 5, dok se na

temperaturi oko 80 °C u potpunosti gubi aktivnost (Verardi i sur., 2012).

2.2.2. Ksilanaze

Hemiceluloza, sastavni dio lignoceluloznih sirovina, razgraduje se pomocu ksilanaza koje
pripadaju skupini glikozil hidrolaza. Ksilanaze su enzimi koji provode hidrolizu f-1,4-veza
ksilana na jedinice ksiloze i ksilanooligosaharida. Ksilanaze se mogu podijeliti na tri nacina,
(1) prema molekulskoj masi i pl, (2) prema kristalnoj strukturi i (3) prema enzimskoj kinetici
(Goswami i Rawat, 2015). Mjesto na kojem enzimi razgraduju hemicelulozu ovisi o duzini
lanca, stupnju grananja i prisutnosti supstituenata. Filamentozne gljive i plijesni proizvode vise
ksilanaza od kvasaca i bakterija, ali proizvodnja ovisi i o koristenoj podlozi i supstratu.
Ksilanaze proizvedene pomocu bakterija i aktinomiceta (Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Streptomyces sp.) rade u rasponu pH vrijednosti od 5 do 9 jedinica i optimalnoj temperaturi
izmedu 35 i 60 °C. Za razliku od navedenih enzima, ksilanaze proizvedene pomocu plijesni
(Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp.) imaju vecu aktivnost te su optimalni uvjeti
ispod 50 °C i rasponu pH vrijednosti od 4 do 6 jedinica (Sharma i Sharma, 2018). Ako se kao
supstrat koristi celuloza zajedno s dodatkom hemiceluloze Trichoderma i Aspergillus vrste
mogu proizvoditi celulaze i ksilanaze, ali ako je upotrijebljeni supstrat ksilan tada proizvode
samo ksilanaze (Goswami i Rawat, 2015). Bacillus sp. proizvodi ksilanaze bez prisutnosti
celulaza za $to su potrebni neutralni ili alkalni uvjeti pH i visa temperatura te se iz tog razloga
bakterijske ksilanaze koriste u industriji. Zbog nastojanja smanjenja proizvodnih troskova
enzima, za proizvodnju se sve ¢eSc¢e koriste lignocelulozne sirovine kao $to su Secerna trska,
pSeni¢ne mekinje, rizina slama, klip kukuruza, a mogu se iskoristiti 1 pSeni¢na slama, rizine

ljuske, kukurozovina i dr. (Sharma i Sharma, 2018). Trichoderma reesei i Bacillus subtilis su
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vrste koje se komercijalno najéesce koriste za proizvodnju ksilanaza. Ksilanaze imaju primjenu
u mnogim industrijama kao $to su proizvodnja papira, hrane, tekstila, biogoriva i proizvodnji
hrane za Zivotinje. Takoder, ksilanaze se mogu koristiti u proizvodnji piva jer poboljsavaju
ekstrakciju fermentabilnih Secera iz jeCma ili u pekarskoj industriji kod enzimske hidrolize ne-
Skrobnih polisaharida jer se njihovom primjenom poboljsavaju reoloska svojstva tijesta,

specifiéni volumen kruha i ¢vrsto¢a mrvica (Goswami i Rawat, 2015).

2.2.3. Komercijalni enzimi za enzimsku hidrolizu lignoceluloznih sirovina

Za provodenje enzimske hidrolize koriste se lako dostupni komercijalni enzimi ¢iji su
optimalni uvjeti za celulaze u rasponu pH od 4 do 5 i temperaturi od 50 °C. Celuloliti¢ki enzimi
koji se najceSc¢e koriste za razgradnju celuloze su Novozymov Celluclast dobiven iz gljive
Trichoderma reesei. Trichoderma reesei proizvodi endoglukanaze i egzoglukanaze u velikim
koli¢inama dok je aktivnost S-glukozidaze mala (Verardi i sur., 2012) pa se iz tog razloga koristi
u kombinaciji s Novozyme 188 koji sadrzi f-glukozidazu dobivenu iz plijesni Aspergillus niger.
Takoder, u primjeni su Novozyme Cellic CTec2 koji je kombinacija celulaza, hemicelulaza i -
glukozidaza i Cellic HTec2 koji sadrzi celulaze i endoksilanaze koje razgraduju hemicelulozu.
Novozymov Viscozyme L je kombinacija celulaza, f-glukanaza, hemicelulaza, ksilanaza i
arabinaza, a Cellulase, enzyme blend je zasebna kombinacija celulaza. Osim toga, poznatiji
komercijalni Genencor enzimi su Accelerase 1500 koji sadrzi kompleks egzoglukanaza,
endoglukanaza, hemicelulaza i f-glukozidaza. Takoder, koriste se enzimi Accelerase XP koji
razgraduju ksilan i glukane, Accelerase XC koji posjeduje celulaznu i hemicelulaznu aktivnost

te Accelerase BG koji sadrzi samo f-glukozidaze (Verardi i sur., 2012).



2.3. PROIZVODNJA BIOETANOLA 1Z LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Nakon provedene hidrolize lignoceluloznih sirovina, tekuc¢a frakcija koja sadrzi razlicite
ugljikohidrate koristi se u bioprocesima. Dobiveni hidrolizat smatra se potencijalnim odrzivim
supstratom za proizvodnju biokemikalija poput etanola. Opcenito, etanol se koristi u industriji
alkoholnih pic¢a, kao kemikalija u raznim industrijama ili u najsuvremenijoj primjeni kao
biogorivo.

Za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina potrebno je provesti predtretman
sirovine kako bi se sastojci biomase djelomi¢no razgradili i bili lakse dostupni za idu¢i korak
enzimske hidrolize polisaharida u jednostavne $ecere. Zatim se dobiveni hidrolizat koristi za
proizvodnju etanola mikrobnom fermentacijom Secera, a za dobivanje etanola u odredenom

stupnju ¢istoce potrebna je njegova separacija i proc¢is¢avanje (Busic i sur., 2018).

2.3.1. Mikroorganizmi za proizvodnju bioetanola

Opcenito, kako bi proizvodnja etanola bila isplativa, potrebno je da fermentacijski proces
bude uspjesan. Parametri kojim se moze ocijeniti proces su prinos bioetanola koji bi trebao biti
> 90 % od teoretskog i produktivnost proizvodnije bioetanola> 1 g L™ h'. Takoder, vazno je da
radni mikroorganizam bude otporan na inhibitore §Sto mu omogucuje rast na hidrolizatima kao
I da ima visoku toleranciju prema etanolu. Kada se proces provodi pri snizenoj pH vrijednosti
ili pri povisenoj temperaturi, moguénost kontaminacije s nepozeljnim mikroorganizmima je
smanjena (Balat, 2011). Proizvodnja etanola na industrijskoj razini najéesce se provodi pomoc¢u
kvasca Saccharomyces cerevisiae koji moze metabolizirati mono- i disaharide poput glukoze,
fruktoze, maltoze i saharoze. Glavni nedostatak njegove primjene je nemoguénost
metaboliziranja pentoza, ksiloze i arabinoze te bez prethodne razgradnje ne moze Koristiti
celulozu i hemicelulozu (Busi¢ i sur., 2018; Mardetko i sur., 2018). Zbog tih nedostataka kvasac
nije najbolji izbor za fermentaciju na lignoceluloznim hidrolizatima, ali tijekom proizvodnje
bioetanola moze se kombinirati s mikroorganizmima Pichia stipitis, Candida shehatae,
Pachysolen tannophilus ili Fusarium oxysporum koji mogu fermentirati pentoze. Medutim,
navedeni mikroorganizmi proizvode etanol sporije u usporedbi s kvascem te podnose manje
koncentracije Kisika i etanola, nisu otporni na uvjete niskog pH i osjetljivi su na inhibitore
(Aditiya i sur., 2016). Iako moze proizvoditi etanol, primjena filamentozne gljive Fusarium
oxysporum se izbjegava zbog proizvodnje octene kiseline (Busic¢ i sur., 2018; Millati i sur.,
2005). Takoder, navedeni nedostatci kvasca mogu se ukloniti metodama genetickog
inzenjerstva te je sve veca primjena rekombinantnog kvasca S. cerevisiae koji posjeduje gene

iz P. stipitis koji kodiraju za enzime potrebne za metaboliziranje pentoza (Balat, 2011). Nadalje,
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kvasac P. stipits je pozeljan radni mikroorganizam zbog postizanja dobrog prinosa u
proizvodnji etanola, ima visoku sposobnost fermentacije ksiloze, a odredeni sojevi mogu
fermentirati i celobiozu, glukozu, manozu i galaktozu. Nakon enzimske hidrolize
lignoceluloznih sirovina pomo¢u komercijalnih enzima, koji ¢esto sadrze male koli¢ine p-
glukozidaze, dolazi do nakupljanja celobioze i inhibicije celulaza. Zbog toga velika je prednost
mogucnost fermentacije celobioze te se primjenom P. stipitis u SSF procesu umanjuje inhibicija
enzima direktnim iskori§tavanjem celobioze. lako posjeduje znaéajne prednosti, primjena P.
stipitis nije nadisla primjenu S. cerevisiae jer je brzina fermentacije ksiloze pomocu P. stipitis
sporija u usporedbi s brzinom fermentacije glukoze pomocu S. cerevisiae (Selim i sur., 2018).
Divlji sojevi P. stipitis ne mogu simultano metabolizirati glukozu i ksilozu, zbog toga je
istraZzena primjena rekombinantnog kvasca P. stipitis BCC15191 koji moze fermentirati ksilozu
i glukozu (Selim i sur., 2018; Aditiya i sur., 2016). Prinos etanola na ksilozi pomocu P. stipitis
moze iznositi od 0,35 do 0,44 gg, dok se na lignoceluloznim hidrolizatima postize efikasnost
oko 80 % od teoretskog prinosa (Selim i sur., 2018), dok efikasnost S. cerevisiae iznosi 90 do
93 % od teoretskog prinosa (Busi¢ i sur., 2018).

Osim kvasca, za efikasnu proizvodnju bioetanola iz glukoze, fruktoze i saharoze koristi se
Gram negativna bakterija Zymomonas mobilis. Proizvodnjom etanola na glukozi i usporedbom
rezultata s drugim radnim mikroorganizmom, pokazalo se da Z. mobilis moze postici 5 % veci
prinos u odnosu na S. cerevisiae uz efikasnost procesa od 97 % od teoretskog prinosa. Z. mobilis
takoder ne moze metabolizirati pentoze, ali u primjeni je rekombinantna bakterija koja
posjeduje metabolicki put ksiloze kao i E. coli te posjeduje GRAS status. Problem tijekom
proizvodnje etanola pomocu navedene bakterije je proizvodnja polisaharida levana koji
povecava viskoznost podloge te proizvodi sorbitol koji dodatno moze smanjiti prinos procesa
(Busi¢ i sur., 2018). Za proizvodnju bioetanola mogu se koristiti i termofilne anaerobne
bakterije poput Thermoanaerobacter ethanolicus, Clostridium thermohydrosulfuricum,
Thermoanaerobacter mathranii, Thermoanaerobium brockii i Clostridium
thermosaccharolyticum. Njihova prednost je $to mogu podnositi visoke temperature i rasti na
raznim jeftinim sirovinama, ali njihova industrijska primjena je ograni¢ena zbog niske
tolerancije bioetanola (< 2 % v v!) (Balat, 2011).

lako su kvasci najpoznatiji mikroorganizmi za fermentaciju Secera, sve vise se pribjegava
koristenju plijesni poput Mucor indicus. Razlog njihove primjene je potreba za postizanjem
vecih iskoriStenja procesa koji se postizu zbog moguénosti metaboliziranja vise vrsta Secera.
Takoder, primjenjuju se zbog potrebe za iskoristavanjem lignoceluloznih hidrolizata na kojima

kvasci, zbog prisutnosti inhibitora, ne mogu efikasno provoditi proizvodnju bioetanola.
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2.3.2. Plijesan Mucor indicus

Mucor indicus pripada koljenu Zygomycota, razredu Zygomycetes, redu Mucorales te
porodici Mucoraceae. Pocetkom ovog stoljeca zapoCela su istrazivanja plijesni Mucor indicus
kao mikroorganizma za industrijsku proizvodnju etanola i hitozana na lignoceluloznim
sirovinama. Kao alternativa proizvodnji bioetanola pomocu kvasca, plijesan Mucor indicus
moze iskoristavati heksoze, ali znacajna je prednost Sto iskoriStava i ksilozu, koja je sastavni
dio lignoceluloze. Takoder, spojevi koji su toksi¢ni za ve¢inu mikroorganizama ili djeluju
inhibitorno, poput octene kiseline, furfurala i 5-hidroksimetil furfurala (HMF), plijesan moze
iskoristiti. Specifi¢nost ovog mikroorganizma je dimorfizam jer ovisno 0 uvjetima ima
sposobnost rasta u filamentoznom obliku i u obliku kvasca. Osim toga, proizvodi etanol u
aerobnim i anaerobnim uvjetima (Karimi i Zamani, 2013; Millati i sur., 2008). M. indicus
proizvodi etanol iz heksoza poput glukoze, manoze, fruktoze i galaktoze, a ksilozu moze
koristiti u aerobnim i mikroaerofilnim uvjetima. U uvjetima kada je u podlozi prisutna glukoza
i ksiloza, M. indicus najprije koristi glukozu kao izvor ugljika za proizvodnju etanola. Nakon
iskoriStenja glukoze, koristi ksilozu te se takav nacin rasta naziva diauksi¢ni rast. U ovom
slu¢aju glukoza inhibira potrosnju ksiloze, medutim u odsutnosti Secera plijesan moze koristiti
etanol kao izvor ugljika za svoj rast (Karimi i Zamani, 2013). Prema autorima Millati i sur.
(2008) navedena plijesan proizvodi etanol u podlozi s 50 g L™ $eéera i aeraciji 0,2 vvm. 1z toga
proizlazi da je M. indicus Crabtree pozitivan mikroorganizam jer proizvodi etanol u aerobnim
uvjetima u prisutnosti povisene koncentracije Sec¢era (Millati i sur., 2008). Takoder, potvrdeno
je da M. indicus ne moze koristiti ksilozu u anaerobnim uvjetima te prinos etanola na ksilozi
ovisi o aeraciji (Millati i sur., 2008).

Primjer uspjeSne proizvodnje etanola je proizvodnja simultanom saharifikacijom 1
fermentacijom jer M. indicus moze rasti i proizvoditi etanol pri 38 °C, §to je blizu optimalne
temperature hidrolitickih enzima (Karimi i Zamani, 2013). Takoder, prema istrazivanjima
proizvodnja etanola na hidrolizatu riZine slame u anaerobnim uvjetima, odvojenom hidrolizom
i fermentacijom, daje prinos etanola od 0,36 do 0,439 gti0,11do 0,17 g g** biomase. Jednakim
na¢inom proizvodnje (SSF proces) na hidrolizatu drva smreke i breze u pilot postrojenju u air
lift reaktoru, prinos etanola iznosi 0,33 g g% i 0,40 g g* (Karimi i Zamani, 2013). Prema Millati
i sur. (2005) usporedbom proizvodnje etanola pomoc¢u Rhizopus, Mucor, Rhizomucor vrsta,
uoceno je da M. indicus najbrze proizvodi etanol na ksilozi u usporedbi s drugim testiranim
mikroorganizmima. Od nusprodukata prilikom uzgoja na ksilozi, Mucor indicus proizvodi
glicerol, male koli¢ine octene (0,002 g g}), ali ne proizvodi mlije¢nu kiselinu (Millati i sur.,

2005).



Osim proizvodnje etanola, M. indicus je zanimljiv mikroorganizam jer njegova stani¢na
stijenka sadrzi relativno visoke koncentracije netoksi¢nog polimera hitozana koji ima primjenu
u farmaceutskoj, prehrambenoj industriji i poljoprivredi. Takoder, iz hitozana se moze
proizvesti vrijedan produkt, glukozamin koji ima medicinsku primjenu u terapiji osteoartritisa
i za pospjesivanje zacjeljivanja rana. Nadalje, navedena plijesan proizvodi lipide koji se mogu
iskoristiti u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, a posjeduju i potencijal za proizvodnju
biodizela (Sharifyazd i Karimi, 2017; Abedinifar i sur., 2009).

2.3.3. Procesi proizvodnje bioetanola

Proizvodnja bioetanola moze se provesti na dva nacina, kao odvojena hidroliza i
fermentacija (eng. separate hydrolysis and fermentation, SHF) ili simultana saharifikacija i
fermentacija (eng. simultaneous saccharification and fermentation, SSF). Nakon predtretmana
sirovina, tekucéa faza, koja sadrzi Secere, odvaja se od krute faze koja sadrzi lignin i daje
polimerne ugljikohidrate. Primjenom SHF procesa, odvojene hidrolize i fermentacije, koriste
se optimalni uvjeti oba procesa jer se svaki odvija zasebno. Optimalna temperatura hidrolize za
vecéinu komercijalnih enzima je 50 °C, a fermentacija ovisi o kori§tenom organizmu, za kvasac
od 28 do 32 °C. Za fermentaciju pentoza i heksoza koriste se zasebni mikroorganizmi jer
inhibitore od mikroorganizama koji koriste heksoze (Busic i sur., 2018). Odredeni Seceri koji
nastaju tijekom hidrolize mogu djelovati inhibitorno na celulaze (Pinaki i sur., 2015) §to u
konacnici dovodi do potrebe za ve¢im koncentracijama enzima kako bi se postigao Zzeljeni
prinos procesa (Balat, 2011). Ve¢ male koncentracije do 6 g L™ celobioze mogu smanjiti
celulaznu aktivnost za 60 % (Busic i sur., 2018). Osim toga, nedostatak SHF procesa je dugo
trajanje svake faze procesa i potreba za ve¢im kapitalnim ulaganjima (Pinaki i sur., 2015).

Razlika SSF procesa, simultane hidrolize i fermentacije, u usporedbi s SHF procesom je §to
hidrolizirane Secere istovremeno koristi radni mikroorganizam, odnosno hidroliza i
fermentacija provode se u jednom bioreaktoru (Pinaki i sur., 2015). T. resei i S. cerevisiae su
povecanje stupnja hidrolize zbog smanjenja inhibicije celulaza. Ovakav proces zahtijeva manje
enzima, krace vrijeme procesa, Smanjuje se cijena procesa te se dobiva veéi prinos etanola
(Busi¢ i sur., 2018; Pinaki i sur., 2015). Zbog simultanog rada, ovaj na¢in umanjuje inhibitorni
ucinak celobioze jer su u reaktoru prisutne male koncentracije Se¢era. Optimalne temperature

hidrolize i fermentacije se znatno razlikuju, a ovakav proces provodi se na 38 °C §to je glavni
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nedostatak ovog procesa. Takoder, nedostatak je inhibicija radnog mikroorganizma i enzima
etanolom (Busi¢ i sur., 2018).

Noviji nacin proizvodnje etanola je integracija fermentacije pentoza u SSF proces, odnosno
simultana saharifikacija i kofermentacija (eng. simultaneous saccharification and
cofermentation, SSCF). Ovakav proces zahtijeva priblizne optimalne uvjete temperature i pH
za oba radna mikroorganizma, a ujedno smanjuje kapitalne troskove zbog kofermentacije
(Busi¢ i sur., 2018). Primjer uspjesne kofermentacije za proizvodnju etanola je proces proveden
pomocu C. shehatae i S. cerevisiae (Pinaki i sur., 2015). Jo$ jedna mogu¢nost je direktna
mikrobna konverzija ili proizvodnja celulaza, hidroliza i fermentacija pomocu jednog
mikroorganizma $to se naziva konsolidirano bioprocesiranje (eng. consolidated bioprocessing,
CBP). Takav proces smanjuje troSkove proizvodnje enzima za hidrolizu, a bakterije istrazene
za ovaj proces su Thermoanaerobacter ethanolicus, Clostirdium thermohydrosulfuricum,
Thermoanaerobacter mathranii, Thermoanaerobium brockii i Clostiridum
thermosaccharolyticum. Navedene termofilne celuloliticke anaerobne bakterije mogu koristiti
razne supstrate za proizvodnju etanola, ali znacajan problem njihove primjene predstavlja mala
tolerancija etanola (Pinaki i sur., 2015).

Zadnji korak proizvodnje bioetanola je procis¢avanje koje se sastoji od destilacije te
dehidracije etanola. U prvom koraku dobiva se 92,5 do 94 % etanola, dok se u idu¢em koraku
destilacijom uz promjenu tlaka ili azeotropnom destilacijom dobiva bezvodni etanol (Busi¢ i
sur., 2018). Novija istrazivanja usmjerena su na optimizaciju adsorpcijskih i membranskih

procesa za uspjesno prociséavanje bioetanola.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovine
Kukuruzni oklasci koristeni u ovom radu prethodno su kiselinski predobradeni s 0,5 %
H>SO4 u visokotlaénom reaktoru na 180 °C kroz 10 min u sklopu HRZZ projekta ,,Odrziva

proizvodnja biokemikalija iz sekundarnih lignoceluloznih sirovina®.

3.1.2. Enzimi

Za odredivanje celulazne i1 ksilanazne aktivnosti enzima te za enzimsku hidrolizu
predobradenih kukuruznih oklasaka koristeni su:
Viscozyme L (Novozyme, Danska) — mjesavina celulolitickih enzima, sinonim: lizirajuci
enzimi iz Aspergillus sp.
Cellulase, enzyme blend (Sigma-Aldrich, Njemacka) — mjeSavina celulolitickih enzima,

sinonim: Cellic CTec2.

3.1.3. Mikroorganizam
U ovom radu, kao radni mikroorganizam, koristena je plijesan Mucor indicus iz zbirke
mikroorganizama ,,Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen“ (DSMZ,

Braunschweig, Njemacka).
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3.1.4. Kemikalije

Tablica 2. Popis kemikalija koristenih za izradu rada.

Kemikalija Cistoéa Proizvoda¢
diamonijev fosfat p.a. Gram-mol, Hrvatska
diamonijev sulfat p.a. Gram-mol, Hrvatska

D-(+)-glukoza p.a. Kemika, Hrvatska

kvascev ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Merck, Njemacka

mesni ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Merck, Njemacka

octena kiselina

za upotrebu u biotehnologiji

Alkaloid, Skopje

natrijev acetat trihidrat p.a. Merck, Njemacka

pepton za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka

Tween 80® p.a. Merck, Njemacka

fosfatna kiselina p.a. Fluka, Njemacka

sumporna kiselina min. 96%, p.a. Kemika, Hrvatska

cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
etanol p.a. Gram-mol, Hrvatska

demineralizirana voda p.a.

3.1.4.1. Priprema acetatnog pufera

Za pripremu 100 mL acetatnog pufera pH 4,8 koristeno je 20 mL 0,2 M otopine octene
kiseline i 30 mL 0,2 M natrijevog acetata trihidrata te je tikvica dopunjena demineraliziranom

vodom.

3.2. APARATURA | PRIBOR

3.2.1. Sustav za tekuc¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. High Pressure

Liquid Chromatography, HPLC)

Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC10AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan) sastoji se od
pumpe (LC-10ADvp), otplinjaca (DGU-14A), injektora (SIL-10 ADvp), uredaja za grijanje
kolone (CTO-10Avp), ionsko-izmjenjivacke analiti¢ke kolone (Supelcogel ™ C-610H; 30 cm x
7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um), detektora indeksa
loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-19Avp) i raCunalnog programa za

kromatografiju (CLASS-VP v6.10).
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3.2.2. Sustav za tekuéinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (eng. Ultra
Performance Chromatography, UPLC)

Uredaj tekué¢inske kromatografije ultra visoke djelotvornosti, (UPLC Agilent Technologies
1290 Infinity I, Santa Clara, SAD) sastoji se od crpke (G7104A 1290 Flexible Pump),
uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic
Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150 x 7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektora
indeksa loma (G7162A 1260 RID) i raéunalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS).

3.2.3. Horizontalni rotiraju¢i cijevni bioreaktor (HRCB)

HRCB sastoji se od nosaca, bioreaktora izradenog od nehrdajuceg celika, elektromotora i
kontrolne jedinice. Nosa¢ bioreaktora podupire posudu bioreaktora ¢ime omogucava njenu
rotaciju preko osovine koju pokreée elektromotor. Kontrolna jedinica omogucuje regulaciju
broja okretaja bioreaktora i intervalno uklju¢ivanje/iskljucivanje rotacije. Bioreaktor se rotira
pomoéu elektromotora snage 0,9 kW. Maksimalni broj okretaja reaktora iznosi 60 min™.
Opisani bioreaktor nema regulaciju temperature i pH vrijednosti, a ukupni volumen iznosi 30
L. Bioreaktor ima ugradena dva lopatasta mijesala duljine 0,6 m 1 Sirine 0,04 m uc¢vrS¢ena na

unutrasnju stijenku HRCB-a. Sterilizacija se provodi direktnom parom. Bioreaktor ima dva

mjesta za izuzimanje uzoraka: za izuzimanje tekuce faze i za izuzimanje ¢vrste faze (slika 2).

Slika 2. Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB).
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3.2.4. Barbotirajuci bioreaktor

Barbotirajuci bioreaktor je stakleni reaktor dimenzija 15 x 30 cm gdje se izmijeSavanje
podloge provodi sa zrakom preko prstenaste sapnice promjera 5 cm koja je udaljena 2 cm od
dna bioreaktora. Protok kroz prstenastu sapnicu kontrolira se preko aerometra. Barbotirajuéi
bioreaktor je povezan s komandnom ploc¢om (Biostat MD, B. Braun Biotech International,

Njemacka) preko koje se provodi automatska regulacija temperature te pH vrijednosti.

3.2.5. Ostala oprema
- analiticka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan);
- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);
- autoklav Sutjeska;
- pH metar 744, Metrohm (Herisau, gvicarska);
- suSionik Instrumetarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);
- magnetna mjeSalica Cimarec iTM Poly15 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
- Thermo-Shaker TS-100 (BioSan, Latvija)
- ultrazvucna kupelj USC300T (VWR International, Leuven, Belgija)
- UV/Vis spektrofotometar Cary 100, (Agilent Technologies, SAD)
- staklene kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka)
- eppendorf kivete
- najlonski filteri promjera pora 0,2 um
- Biichnerov lijevak
- Erlenmeyer tikvice
- tikvice s okruglim dnom

- Petrijeve zdjelice
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3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje celulazne i ksilanazne aktivnosti enzima

Za odredivanje celulazne aktivnosti (FPU) u Eppendorf kivete stavljeno je 50 mg filter
papira (1x6 cm) zajedno s 1 mL acetatnog pufera pH 4,8 pripremljenog kao §to je opisano u
poglavlju 3.1.4.1. Kivete s filter papirom i puferom zagrijane su u termostatu 10 min na 50 °C.
Pomodu pufera pripremljena su razrjedenja komercijalnih enzima, Viscozyme L (vol vol?) 0,1
%, 0,4 %, 0,6 %, 0,8 % i 5 % te za Cellulase, enzyme blend (vol vol?) 0,1 %, 0,2 %, 0,4 %, 0,6
% te 1 %. U kivete je dodano 0,5 mL razrijedenog enzima i stavljeno na inkubaciju 60 min na
50 °C. Nakon 60 min reakcija je zaustavljena zagrijavanjem u vreloj vodi oko 15 min. Talozenje
proteina iz uzoraka provedeno je cinkovim sulfatom (poglavlje 3.3.8.1.) te su pripremljeni
uzorci analizirani teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti kao $to je opisano u
poglavlju 3.3.8.2. Celulazna aktivnost izra¢unata je pomocu formule 1. Za kontrolu enzima
proveden je isti postupak s 1 mL pufera i 0,5 mL razrijedenog enzima (2 % vol vol?) te za
kontrolu supstrata 1,5 mL pufera i 50 mg filter papira. Svi uzorci radeni su u dvije paralele.

Formula za izracun celulazne aktivnosti enzima [FPU mL™]:

FPU = > [1]*

Wenzima

Wenzima — Volumni postotak enzima pri kojem se oslobodi 2 g L™ glukoze
*(Adney i Baker, 1996)

Za odredivanje ksilanazne aktivnosti (KA) kao supstrat je dodano 50 mg ksilana.
Pomoéu pufera pripremljena su razrjedenja komercijalnih enzima, Viscozyme L (vol vol?) 5
%, 1 %, 0,8 %, 0,6 %, 0,4 %, 0,2 % i 0,1 % te za Cellulase, enzyme blend (vol vol™) 5 %, 1 %,
0,8 %, 0,6 %, 0,4 %. Svi ostali koraci jednaki su postupku za odredivanje celulazne aktivnosti
enzima. Ksilanazna aktivnost izraCunata je prema formuli 2.

Formula za izradun ksilanazne aktivnosti enzima [U mL™]:

KA=—"—[7]

Wenzima

Wenzima — VOlumni postotak enzima pri kojem se oslobodi 2 g L ksiloze
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3.3.2. Dvostupanjska kiselinska hidroliza

Dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom analiziran je sastav filter papira koriStenih kao
supstrat za odredivanje celulazne aktivnosti enzima i sastav predobradene sirovine koja je
koriStena u ovom radu. Postupak je proveden zbog odredivanja koncentracije ugljikohidrata i
lignina topivog i netopivog u kiselini.

U tikvicu s okruglim dnom dodano je 0,4 g uzorka i 4 mL 72 %-tne H2SOa. Sadrzaj je
inkubiran jedan sat na temperaturi od 30 °C, zatim je dodano 111 mL demineralizirane vode te
Su uzorci kuhani 4 sata uz povratno hladilo. Sadrzaj u tikvici je povremeno mijeSan
protresanjem tikvice kako bi se ostvario $to bolji kontakt sirovine i kiseline i kako bi se smanjili
gubici zbog hvatanja sirovine za stijenke tikvice. Nakon kuhanja, uzorak je ohladen pod
mlazom vode te profiltriran kroz celulozni filter papir preko Biichnerovog lijevak. 1z ¢vrstog
dijela sirovine zaostalog na filter papiru odreden je lignin netopljiv u kiselini, a u filtratu je
odredena koncentracija topivog lignina, ukupnih furana (HMF i furfural) te je odredena

koncentracija Se¢era HPLC metodom.

3.3.3. Odredivanje udjela netopivog lignina
Isprani ¢vrsti dio nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize prebacen je u osusenu i izvaganu
Petrijevu zdjelicu te je stavljen na susenje na temperaturu od 105 °C kroz 24 h. Nakon suSenja

uzorak je ponovno izvagan te je odreden netopivi udio lignina prema formuli 3.

W(LNTK) _ m(osuseni filter s talogom)—m(filtera) [3]

m(uzorak cvrste faze uzetog za analizu)

3.3.4. Odredivanje udjela topivog lignina

Odredivanje topivog lignina provedeno je u filtratu nakon dvostupanjske hidrolize
mjerenjem apsorbancije spektrofotometrom pri valnoj duljini od 205 nm. Uzorak je razrijeden
demineraliziranom vodom kako bi apsorbancija iznosila izmedu 0,7 i 1 te je udio lignina

topivog u Kiselini izracunat prema formuli 4.
A*xDx*V

w(LTK) = =——+ 100 [4]
A - apsorbancija uzorka na 205 nm a - konstanta, 110 gL *cm™
D - faktor razrjedenja m - masa uzorka uzetog za analizu [g]

V - volumen filtrata [L]
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3.3.5. Odredivanje ukupnih furana
Odredivanje ukupnih furana provedeno je u filtratu nakon dvostupanjske kiselinske
hidrolize. Uzorak je razrijeden u omjeru 1:1000 te je izmjerena apsorbancija spektrofotometrom

pri 284 nm 1 320 nm. Koncentracija je izraCunata prema jednadzbi bazdarnog pravca: Yurani =

2,496-AA + 0,0158; R? =0,998.

3.3.6. Analiza sastava sirovine

Sastav kukuruznih oklasaka i filter papira odreden je pomocu tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti (postupak u poglavlju 3.3.8.2), a udio lignina odreden je dvostupanjskom
kiselinskom hidrolizom. Postupak dvostupanjske kiselinske hidrolize opisan je u poglavlju

3.3.2., a sastav sirovine i filter papira prikazan je u tablici 3.

Tablica 3. Sastav glavnih komponenata kukuruznih oklasaka i filter papira odredenih

dvostupanjskom kiselinskom hidrolizom.

sirovina Wolukan [%] | Whksilan [%] | Warabinan [%] | WLTK [%] WNTLK+pepel [%6] Furani [mg/L]
kukuruzni oklasci 69,26 7,07 0,00 2,00 12,87 0,03
filter papir 71,47 16,55 1,03 6,34 2,50 0,03

LTK - lignin topiv u kiselini; LNTK - lignin netopiv u kiselini

3.3.7. Enzimska hidroliza kukuruznih oklasaka u Erlenmeyer tikvicama

Enzimska hidroliza usitnjenih i osusenih predobradenih kukuruznih oklasaka provedena je
pomocu komercijalnih enzima Viscozyme L i Cellulase, enzyme blend. Postupak enzimske
hidrolize proveden je u ukupnom volumenu od 50 mL. U Erlenmeyer tikvicu odvagana je
odgovarajuca koli¢ina predobradenih kukuruznih oklasaka (10 g L, 20 g L%, 40 g L%,) dodan
je acetatni pufer (pH 4,8), tikvice su zatvorene vatenim ¢epom 1i sterilizirane. Nakon hladenja
dodano je 1 % (vol volY), 10 % (vol vol™Y) ili 20 % (vol vol) enzima na ukupan volumen.
Dodatak enzima u sterilnu suspenziju kukuruznih oklasaka i izuzimanje uzoraka za daljnju
analizu provedeno je u sterilnim uvjetima.

Kako bi se odredili optimalni uvjeti enzimske hidrolize predobradenih kukuruznih oklasaka
provedeni su eksperimenti u kojem je istrazen utjecaj koncentracije dodanog enzima

(Viscozyme L, Cellulase, enzyme blend i kombinacija navedenih enzima) i supstrata (tablica 4,
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tablica 5). Svi eksperimenti provedeni su na temperaturi od 50 °C u acetatnom puferu pH 4,8

na magnetnoj mijesalici. [zuzimani su uzorci od 1 mL prvih 8 sati te nakon 24 hi 48 h.

Tablica 4. Koncentracije enzima i supstrata koristenih za enzimsku hidrolizu predobradenih

kukuruznih oklasaka pomoc¢u Viscozyme L i Cellulase, enzyme blend ( T=50 °C; pH 4,8).

Enzim [% vol vol™] | Supstrat [g L™] Oznaka

10 Vis 1_10; CB 1_10

1 20 Vis 1-20; CB 1 _20
40 Vis 1_40; CB 1_40
10 Vis 10 _10; CB 10_10

10 20 Vis 10_20: CB 10_20
40 Vis 10_40; CB 10_40
10 Vis 20 _10; CB 20_10

20 20 Vis 20 _20; CB 20 _20
40 Vis 20_40; CB 20_40

Vis — Viscozyme L; CB — Cellulase, enzyme blend

Tablica 5. Koncentracije enzima i supstrata koriStenih za enzimsku hidrolizu predobradenih

kukuruznih oklasaka uz mjesavinu enzima ( T=50 °C; pH 4,8).

Enzim [% vol vol™]
Supstrat[g L] | Oznaka
Vis CB
10 1%_19%_10
1 1 20 1% 1% 20
40 1% 1% 40
10 2% 5% 10
2 5 20 296 5% 20
40 2%_5%,_ 40
10 5%_10%_10
5 10 20 5%_10%_20
40 5%_10%_40

Vis — Viscozyme L; CB — Cellulase, enzyme blend
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3.3.8. Odredivanje koncentracije hidroliziranih se¢era HPLC i UPLC metodom

3.3.8.1. Priprema uzoraka i talozenje proteina

U izuzetim uzorcima najprije je zaustavljena enzimska reakcija zagrijavanjem u Thermo-
Shakeru na 95 °C 10 min te su zatim uzorci centrifugirani 10 min. Uzeto je 750 uL supernatanta
i dodano 750 pL cinkovog sulfata (100 g L) za taloZenje proteina. Centrifugiranjem 10 min
izdvojeni su istalozeni proteini, a dobiveni supernatant je profiltriran pomocéu S$price s
najlonskim filterom promjera pora 0,2 um. Ovako pripremljeni uzorci analiziani su HPLC ili
UPLC metodom.

3.3.8.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koriSten je za odredivanje koncentracije glukoze, ksiloze i celobioze u uzorcima enzimske
hidrolize (za Cellulase, enzyme blend i kombinaciju komercijalnih enzima) i koncentracije
Secera i etanola tijekom uzgoja plijesni M. indicus. Za analizu je injektirano 20 pL uzorka u
sustav uz protok mobilne faze od 0,5 mL min™. Kao mobilna faza koristena je 0,1 % otopina
fosforne kiseline. Temperatura ionsko — izmjenjivacke analiticke kolone (SupelcogelTM C-
610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (SupelcogelTM H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um)
zagrijavana je na 55 °C. Za detekciju je koristen detektor indeksa loma (RID, eng. Refractive
Indeks Detector). Obrada dobivenih kromatograma napraviljena je pomocu racunalnog
programa za kromatografiju (CLASS-VP v6.10). Koncentracije u uzorcima izraunate SU iz

bazdarnih pravaca koji se nalaze u prilogu.

3.3.8.3. Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC Agilent Technologies 1290
Infinity Il, Santa Clara, SAD) koristena je za odredivanje koncentracije glukoze, ksiloze i
celobioze u uzorcima enzimske hidrolize pomoc¢u Viscozyme L. Volumen analiziranog uzorka
iznosio je 10 puL, a kao mobilna faza koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline uz protok
0,6 mL min’. Analiti¢ka kolona (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex) s pretkolonom
zagrijavana je na 55 °C. Za detekciju je koriSten detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID),
a obrada kromatograma napravljena je pomocu racunalnog programa za kromatografiju
(OpenLAB CDS). Koncentracije u uzorcima izra¢unate su iz bazdarnih pravaca koji se nalaze

u prilogu.
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3.3.9. Priprema inokuluma plijesni Mucor indicus

Prije uzgoja pripremljeno je 250 mL podloge za inokulum. Za pripremu podloge koristeno
je 40 g L glukoze, 5 g Lt diamonijevog sulfata, 5 g L™ diamonijevog fosfata, 10 g L mesnog
ekstrakta i demineralizirana voda. Tako pripremljena podloga za inokulum je inkubirana 24 h

pri 30 °C uz mijesanje na tresilici.

3.3.10. Priprema hidrolizata za uzgoj plijesni Mucor indicus

Za pripremu hidrolizata za uzgoj plijesni u barbotiraju¢em bioreaktoru u 1 L acetatnog
pufera pH 4,8 dodano je 40 g L™ usitnjenih predobradenih kukuruznih oklasaka te je suspenzija
zatvorena vatenim &epom i sterilizirana. Nakon sterilizacije i hladenja dodano je 2 % vol vol*
Cellulase, enzyme blend i 5 % vol vol? Viscozyme L te je enzimska hidroliza provedena
tijekom 3 dana na temperaturi od 50 °C uz mijeSanje na magnetnoj mijesalici. Dobiveni
hidrolizat je profiltriran preko Biichnerovog lijevka te je za daljnje postupke koristen
supernatant. U supernatant je dodano 2 g L™ diamonijevog fosfata, 2 g L™* diamonijevog sulfata,
5 g L kvas¢evog ekstrakta i demineralizirana voda da ukupni volumen iznosi 1,3 L. Tako
pripremljena otopina je sterilizirana.

Priprema hidrolizata za uzgoj plijesni u horizontalnom cijevnom bioreaktoru provedena je

jednako kao u gore opisanom postupku za ukupni volumen hidrolizata od 4 L.

3.3.11. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola u horizontalnom cijevnom
bioreaktoru
U horizontalni cijevni bioreaktor (HRCB) dodan je pripremljeni hidrolizat (4 L) kukuruznih
oklasaka (poglavlje 3.3.10.) u asepti¢nim uvjetima te je zatim dodana porasla suspenzija
plijesni. Uzgoj je voden bez aeracije samo uz rotaciju bioreaktora od 20 min™. pH tijekom
uzgoja nije Kkorigiran, a uzorci su izuzimani tijekom 72 h te analizirani HPLC metodom
opisanom u poglavlju 3.3.8. Rast plijesni pracen je mikroskopiranjem, a na kraju uzgoja cijeli
sadrZaj bioreaktora je profiltriran preko Biichnerovog lijevka te je biomasa osusena i izvagana

radi odredivanja kona¢ne koncentracije biomase.

3.3.12. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola u barbotiraju¢em bioreaktoru
U barbotirajuci bioreaktor dodan je pripremljeni hidrolizat (1,3 L) kukuruznih oklasaka
(poglavlje 3.3.10.) u asepti¢nim uvjetima te je dodana porasla suspenzija plijesni. Uzgoj je
voden uz aeraciju 0,5 L min 3to je omoguéilo i mijesanje sadrzaja bioreaktora. Temperatura

je odrzavana na 28 °C, pH tijekom uzgoja nije korigiran, a pjenjenje je odrzavano dodatkom
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ulja. Uzorci su izuzimani tijekom 24 h i analizirani HPLC metodom opisanom u poglavlju 3.3.8.
Rast plijesni je pracen mikroskopiranjem kao i u HRCB-u te je na jednak nacin odredena

konac¢na koncentracija biomase u bioreaktoru.

3.4. IZRACUN STUPNJA ENZIMSKE HIDROLIZE
Stupanj enzimske hidrolize (SH)

__ my (glukoza) [%] [5]

SH =
glukana u glukozu m, (monomera)

M1 — masa oslobodene glukoze u odredenom vremenu hidrolize [g]

m; - teoretska masa monomera koja se moze postic¢i hidrolizom glukana iz sirovine [g]

m4 (ksiloza)

SHpsitana u ksitozu = 77— == o [%0] [6]

m1 — masa oslobodene ksiloze u odredenom vremenu hidrolize [g]

m; - teoretska masa monomera koja se moze posti¢i hidrolizom ksilana iz sirovine [g]

mq (uk UH)

SHukupnih UH/sirovina — m [%] [7]

m: — masa ukupnih ugljikohidrata oslobodenih u odredenom vremenu hidrolize [g]

m; - teoretska masa sirovine [g]
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3.5. IZRACUNAVANJE POKAZATELJA  USPJESNOSTI
PROIZVODNJE ETANOLA

Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Yeys)

_ PPy _AP_ Yy -1
YP/S— 50S) AS AS [gg] [8]

So, Po - podetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],

S, P - konaéna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L]

Maksimalna brzina nastanka produkta (rp)
InP =InPy+1p-t [h7}] [9]

Efikasnost procesa (E)

s w1009  [10]

o Yp/s (teoretski)

Produktivnost proizvodnje produkta (Pr)

— P-Py
tu

Pr [gL1hY [11]

tu- ukupno vrijeme trajanja uzgoja
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu odredena je aktivnost komercijalnih enzima, Viscozyme L (Novozyme) i
Cellulase, enzyme blend (Sigma-Aldrich) te je provedena enzimska hidroliza predobradenih
kukuruznih oklasaka s koncentracijama navedenih enzima od 1 % vol vol™, 10 % vol vol i 20
% vol vol. Koncentracije supstrata za enzimsku hidrolizu iznosile su 10 g L™, 20g L2 i40 g
L% Takoder, provedena je hidroliza pomoc¢u kombinacije navedenih enzima u koncentracijama
(vol vol'!) od 1 % Viscozyme L i 1 % Cellulase, enzyme blend; 2 % Viscozyme L i 5 %
Cellulase, enzyme blend te 5 % Viscozyme L i 10 % Cellulase, enzyme blend s jednakim
koncentracijama supstrata kao prilikom hidrolize sa zasebnim enzimima. Glavni sastojak
koriStenih kukuruznih oklasaka je celuloza koja se razgraduje pomocu celulaza, a prema
Abedinifar i sur. (2009) celulaze pokazuju najbolju aktivnost oko pH 5, a prema specifikacijama
proizvodaca, optimalna temperatura za Cellulase, enzyme blend je 45-55 °C. Zbog navedenog,
za enzimsku hidrolizu odabrana je temperatura od 50 °C i acetatni pufer pH 4,8. Provedenim
eksperimentima utvrdena je najucinkovitija kombinacija koncentracije supstrata i enzima za
provedbu uspjesne enzimske hidrolize predobradenih kukuruznih oklasaka. Optimalnom
kombinacijom supstrata i enzima prireden je hidrolizat koji je koristen za uzgoj plijesni Mucor
indicus.

Za uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnju etanola provedena je odvojena hidroliza i
fermentacija u HRCB-u i barbotiraju¢cem bioreaktoru. Kao $to je ve¢ navedeno u poglavlju
2.3.1., Mucor indicus je mikroorganizam koji moze proizvoditi etanol iz ¢istih Secera, a sve Se
viSe istrazuje proizvodnja na slozenim lignoceluloznim sirovinama, poput hidrolizata
predobradenih kukuruznih oklasaka koriStenih u ovom radu. Tijekom uzgoja pracena je

potro$nja Secera i proizvodnja etanola HPLC metodom.
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Rezultati provedenih istraZivanja podijeljeni su u sljedeca poglavlja:

1.  Odredivanje celulazne i ksilanazne aktivnosti enzima (Poglavlje 4.1.)
a. Odredivanje celulazne aktivnosti (Poglavlje 4.1.1.);
b. Odredivanje ksilanazne aktivnosti (Poglavlje 4.1.2.);
2. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka (Poglavlje 4.2.)
a. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Viscozyme L (Poglavlje 4.2.1.);
b. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Cellulase, enzyme blend
(Poglavlje 4.2.2.);
c. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Cellulase, enzyme blend i
Viscozyme L (Poglavlje 4.2.3.);
3. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola na hidrolizatu predobradenih
kukuruznih oklasaka (Poglavlje 4.3.)
a. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola na hidrolizatu kukuruznih oklasaka u
HRCB-u (Poglavlje 4.3.1.);
b. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola na hidrolizatu kukuruznih oklasaka u
barbotiraju¢em bioreaktoru (Poglavlje 4.3.2.);
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4.1. ODREDIVANJE CELULAZNE I KSILANAZNE AKTIVNOSTI ENZIMA

Celulazna i ksilanazna aktivnost je odredena kao §to je opisano u poglavlju 3.3.1., a za
definiranje celulazne aktivnosti enzima koriStene su jedinice ,filter paper units (FPU),
odnosno aktivnost pri kojoj se oslobodi 2 g L™ glukoze iz 50 mg filter papira u 60 min. Pri
odredivanju aktivnosti kori$tene su i kontrole enzima i supstrata jer komercijalni enzimi mogu
sadrzavati odredenu koncentraciju Secera koja nije nastala enzimskom razgradnjom supstrata.
Dobivene koncentracije SeCera su korigirane za dobivene vrijednosti kontrole. Ksilanazna

aktivnost enzima definirana je kao aktivnost pri kojoj se oslobodi 2 g L™ ksiloze iz 50 mg
ksilana u 60 min.

4.1.1. Odredivanje celulazne aktivnosti enzima

Posto su komercijalni enzimi zapravo mjeSavina viSe razli¢itih vrsta enzima, a specifikacije
ne daju to¢ne informacije o njihovim aktivnostima, odredena je celulazna aktivnost odabranih
enzima. Takoder, odredena je aktivnost enzima kako bi se u kasnijim eksperimentima lakse
odredile potrebne koncentracije za hidrolizu lignocelulozne sirovine. Na temelju dostupnih
informacija o sastavu odabranih mjesavinama enzima ocekivana je znacajna razlika celulazne

aktivnosti enzima. Rezultati odredivanja aktivnosti prikazani su na slici 3 u obliku bazdarnih

dijagrama iz kojih je izraCunata aktivnost enzima.

6 15

::_3 enzim R2 = O,ggéjéga % Wenzim = 012891 Yglukoza - 0’0942
E = R2=0,9812

S 4 3 !
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= =

0 0
0 0,4 0,8 1,2 16 2 2,4 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45
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Slika 3. Bazdarni dijagram za odredivanje celulazne aktivnosti enzima: a) FPU Viscozyme
L; b) FPU Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8.
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Iz priredenih bazdarnih dijagrama prikazanih na slici 3 izraunata je koncentracija enzima
pri kojoj se oslobodi 2 g L glukoze te je izra¢unata aktivnost enzima kao $to je navedeno u
poglavlju 3.3.1. Navedena koncentracija $eéera oslobodi se primjenom 4,52 % vol vol™
Viscozyme L $to daje aktivnost od 8,18 FPU mL™. Dok je za Cellulase, enzyme blend potrebno
0,48 % vol vol™? enzima za postizanje jednake koncentracije glukoze te prema tome celulazna
aktivnost iznosi 76,45 FPU mL™. 1z rezultata moze se zakljuciti da Viscozyme L posjeduje
nisku celulaznu aktivnost. Dobivena aktivnost za Cellulase, enzyme blend moze se usporediti
s aktivnosti od 84 FPU mL™ dobivene pomocu Celluclast 1.5 FG L koristenog za hidrolizu
pSeni¢ne slame (Rodrigues i sur., 2015). Takoder prema Abedinifar i sur. (2009), ¢esto koristeni

komercijalni celulazni enzimi, BTXL iz T. reesei, pokazuju nesto nizu aktivnost, 55 FPU mL"
! od testiranog Cellulase, enzyme blenda.

4.1.2. Odredivanje ksilanazne aktivnosti enzima

Kao i za celulaznu aktivnost, ksilanazna aktivnost je odredena zbog nedovoljnih informacija
o tocnoj vrijednosti aktivnosti enzima i kako bi se u kasnijim eksperimentima lakse odredile
potrebne koncentracije za hidrolizu lignocelulozne sirovine. Na temelju dostupnih informacija
o0 sastavu odabranih komercijalnih enzima, koje su navedene u kasnijim rezultatima, o¢ekivana
je znacajna razlika ksilanazne aktivnosti enzima. Rezultati odredivanja aktivnosti prikazani su

na slici 4 u obliku bazdarnih dijagrama iz kojih je izracunata aktivnost enzima.

5 Wenzim = 0,5429 Yksiloza ~ 0,7421

5 Wenzim = 2,1673 Yysitoza - 0,6803
R2=0,9992

R?=10,9991

Wezim [% vol vol?]
w

Wepzim [Y0vol voI?]
w

0 15 3 45 6 75 9 105 12 0 05 ! 15 2 25 3
a) Yksiloza [g I—_l] b) Yksiloza [g L_l]

Slika 4. Bazdarni dijagram za odredivanje ksilanazne aktivnosti enzima: a) Viscozyme

L; b) Cellulase, enzyme blend. Uvjeti 50 °C, pH 4,8.

Slika 4 prikazuje dobivene bazdarne dijagrame za odredivanje ksilanazne aktivnosti

koristenih komercijalnih enzima. Viscozyme L veé pri koncentraciji od 0,34 % vol vol?
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oslobodi 2 g L ksiloze §to daje aktivnost enzima od 128,02 U mL™. Za postizanje jednake
koncentracije ksiloze potrebno je 3,65 % vol vol? Cellulase, enzyme blenda te je ksilanazna
aktivnost navedene mje$avine enzima manja i iznosi 12,04 U mL. Za usporedbu, komercijalni
enzimi Celluclast 1.5 L i Novozyme 188 posjeduju puno vecu ksilanaznu aktivnost od testiranih
enzima u ovom radu. Celluclast 1.5 L ima ksilanaznu aktivnost od 905 U mL™, a enzimi
Novozyme 188 imaju aktivnost od 605 U mL™ (Saha i sur., 2005).

Prema specifikacijama koriStenih enzima Cellulase, enzyme blend sadrzi celulaze, p-
glukozidaze i1 hemicelulaze specificne za razgradnju celuloze, a Viscozyme L sadrzi Sirok
spektar karbohidraza kao §to su arabinaze, celulaze, f-glukanaze, hemicelulaze i ksilanaze.
Analizom rezultata dobivena je 9 puta veca celulazna aktivnost Cellulase, enzyme blenda u
usporedbi s Viscozyme L. Zbog navedenog sastava komercijalnih enzima ocekivan je takav
rezultat. Takoder, za Viscozyme L je navedeno da sadrzi ksilanaze $to potvrduju i rezultati
ksilanazne aktivnosti koji su 10 puta veci u usporedbi s Cellulase, enzyme blend. Cellulase,

enzyme blend sadrzi malu koli¢inu ksilanaza jer pokazuje odredenu ksilanaznu aktivnost.
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4.2. ENZIMSKA HIDROLIZA PREDOBRADENIH KUKURUZNIH OKLASAKA

Enzimska hidroliza kiselinski predobradenih kukuruznih oklasaka (0,5 % H>SOa4, 180 °C,
10 min) provedena je prema postupku opisanom u poglavlju 3.3.8. Kukuruzni oklasci pripadaju
u skupinu lignoceluloznih sirovina za ¢iju se razgradnju najvise koriste celulaze. Zbog toga su
za enzimsku hidrolizu odabrani komercijalni enzimi, Viscozyme L i Cellulase, enzyme blend,
koji se koriste za navedenu vrstu sirovine. Kako bi se odredili optimalni uvjeti za enzimsku
hidrolizu provedeni su eksperimenti s razli¢itim koncentracijama enzima i supstrata. Ispitane
su koncentracije: 1 % vol vol, 10 % vol vol™ i 20 % vol vol™ enzima (Viscozyme ili Cellulase,
enzyme blend) te 10 g L™, 20 g L™ i 40 g L™ usitnjenih predobradenih kukuruznih oklasaka
(tablica 4). Takoder, ispitano je medudjelovanje navedenih enzima S koncentracijama
prikazanim u tablici 5. Nadalje, vazno je napomenuti da u sastav kukuruznih oklasaka ulazi i
lignin na koji se moze vezati enzim, ali takvo povezivanje je neproduktivno jer smanjuje
dostupnost enzima prema celulozi (Limayem i Ricke, 2012). Enzimska hidroliza je provedena
u acetatnom puferu pH 4,8 na 50 °C uz mije$anje na magnetnoj mijesalici 150 min™. Zbog
razli¢itog sastava komercijalnih enzima eksperimenti su provedeni s dvije enzimske mjeSavine

kako bi se utvrdilo koja postize bolji stupanj hidrolize.
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4.2.1. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Viscozyme L

Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka provedena je pomoc¢u Viscozyme
L kako bi se odredio stupanj hidrolize koji se moze posti¢i primjenom navedene mjeSavine
enzima te kako bi se odredilo koji je od odabranih enzima bolji za enzimsku hidrolizu. Ispitan
je efekt povecanja koncentracije enzima i supstrata na ukupnu enzimsku hidrolizu odabrane
sirovine. Rezultati stupnjeva hidrolize prikazani su u ovisnosti o vremenu zasebno za hidrolizu
glukana (slika 5a, 5b, 5c), ksilana (slika 6a, 6b, 6¢) i za hidrolizu ukupnih
ugljikohidrata/sirovinu (slika 7a, 7b, 7c).
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Slika 5a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L%, 20 g
Lt i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1 % vol vol™.
Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 5b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10g L™, 20 g
Lt i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 10 % vol vol™.
Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 5c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L%, 20 g
Lt i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 20 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 6a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g
L1 i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 6b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g

Lt i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 10 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 6¢. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g

L1140 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 20 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 7a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene s
10gL?, 20 g L?i40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1

% vol vol ™. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 7b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene s
10gL? 209 L?i40g L* predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 10
% vol vol™. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.
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Slika 7c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene s
10g L% 209 L1i40g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 20
% vol vol ™. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Viscozyme L.

HPLC analizom odreden je sastav koriStenih kukuruznih oklasaka koji sadrze 69,26 %
glukana, 7,07 % ksilana i 2,00 % lignina. 1z glukana i ksilana enzimskom hidrolizom mogu se
dobiti glukoza i ksiloza, dok sastojci degradacije lignin mogu djelovati negativno na
celuloliticke enzime (Limayem i Ricke, 2012).

Nakon provedbe enzimske hidrolize predobradenih kukuruznih oklasaka (PKO) s 1 % vol
vol™! Viscozyme L postignut je stupanj hidrolize glukana od 14,41 % za 10 g L PKO, 11,57
% za 20 g LTPKOi 10,94 % za 40 g L™! PKO (slika 5a). Enzimskom hidrolizom 10 g L™ PKO
i povec¢anjem koncentracije enzima na 10 % vol vol™ dobiven je stupanj hidrolize glukana od
36,47 % (slika 5b). Daljnjim poveéanjem koncentracije enzima na 20 % vol vol™, uz jednaku
koncentraciju supstrata, dovelo je do pada stupnja hidrolize glukana na 26,86 % (slika 5c).

U eksperimentu provedenim s 1 % vol vol? Viscozyme L s poéetnom koncentracijom
supstrata od 10 g L dobiven je stupanj hidrolize ksilana od 94,82 %. Poveéanjem koncentracije
supstrata na 40 g L™ uvelike utjee na smanjenje stupnja hidrolize glukana na 39,93 % (slika
6a). Poveéanjem koncentracije enzima na 10 % vol vol™ postignuti su maksimalni moguéi
stupnjevi hidrolize ksilana (100 %) kod 10 g L™ i 20 g L* supstrata, dok je samo hidrolizom 40
g L PKO postignut nesto manji stupanj hidrolize ksilana od 82,91 % (slika 6b). Takoder, u
eksperimentu provedenim s 20 % vol vol? enzima i 10 g L™ supstrata postignut je stupanj
hidrolize ksilana od 100 % unutar 2 h, dok je povecanje koncentracije supstratana 20 g L™ i 40
g L utjecalo na povecéanje vremena hidrolize na 4 h i 8 h za postizanje jednakog stupnja

hidrolize (slika 6c). Sahare i sur. (2012) proveli su enzimsku hidrolizu kukuruznih oklasaka
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pomocu Penicillium celulaza te je poveanje koncentracije supstrata jednako utjecalo na
povecéanje vremena hidrolize ukupnih ugljikohidrata.

U svim eksperimentima enzimske hidrolize pomoc¢u Viscozyme L dobiven je puno veci
stupanj hidrolize ksilana od stupnja hidrolize glukana sto je vidljivo usporedbom slika 5 i slika
6. Razlog takvog rezultata je Sto Viscozyme L sadrzi vecu koncentraciju ksilanaza od celulaza
Sto se slaze i s rezultatima odredivanja ksilanazne i celulazne aktivnosti. lako su postignuti
visoki stupnjevi hidrolize ksilana, zbog malih stupnjeva hidrolize glukana, hidroliza ukupnih
ugljikohidrata je u niskom rasponu od 13,89 % (1 % vol vol™ enzima i 40 g L* supstrata; slika
7a) do 36,16 % (10 % vol vol™* enzima i 10 g L™ supstrata). Poveéanjem koncentracije enzima
s 10 % vol vol™? (slika 7b) na 20 % vol vol™ (slika 7c) postignuti su gotovo jednaki stupnjevi
hidrolize ukupnih ugljikohidrata. Za usporedbu, Sahare i sur. (2012) proveli su enzimsku
hidrolizu alkalno predobradenih kukuruznih oklasaka pomocu komercijalnih enzima Palkofeel-
30 i Accellerase™1000 koji posjeduju pribliznu ksilanaznu aktivnost kao Viscozyme L.
Hidrolizom provedenom s Palkofeel-30 (5 FPU g supstrata) dobiven je stupanj enzimske
hidrolize u rasponu od 39 % (2,5 % supstrata) do 19 % (7,5 % supstrata), dok je povecanje
enzima na 20 FPU g supstrata dovelo do povecanja stupnja hidrolize na 61 % (2,5 % supstrata)
i 39 % (7,5 % supstrata). Hidrolizom 2,5 % supstrata pomoéu 20 FPU g Accellerase ™1000
postignuta je 100 %-tna hidroliza, ali pove¢anjem supstrata na 7,5 % dovelo je do zna¢ajnog

smanjenja hidroliza na 39 % (Sahare i sur., 2012).
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4.2.2. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Cellulase, enzyme blend

Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka provedena je pomocu Cellulase,
enzyme blend kako bi se odredio stupanj hidrolize koji se moze posti¢i primjenom navedene
mjeSavine enzima te da se usporedi uspjeSnost enzimske hidrolize s drugim odabranim
komercijalnim enzimom. Ispitan je efekt pove¢anja koncentracije enzima i supstrata na ukupnu
enzimsku hidrolizu odabrane sirovine. Rezultati stupnjeva hidrolize prikazani su u ovisnosti 0
vremenu zasebno za hidrolizu glukana (slika 8a, 8b, 8c), ksilana (slika 9a, 9b, 9c¢) i za hidrolizu
ukupnih ugljikohidrata/sirovinu (slika 10a, 10b, 10c).
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Slika 8a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10g L?, 20 g
L1 i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1 % vol vol™.
Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 8b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10g L™, 20 g
L1140 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 10 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 8c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L%, 20 g
Lt i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 20 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 9a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g

L1i40 g L*predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima 1 % vol vol™. Uvjeti:

50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 9b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g
Lt i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima 10 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 9c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%, 20 g
L1 i 40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima 20 % vol vol™.

Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.

38



S, 60 - @ --oommmmmmmmmmmmm s -
2 50 Y 2 i
2 ! °
3 40 D eeeeenes @ e
% 20 ."....
X
>3
- 20 ‘g
D10 f

¥

06
0 10 20 30 40 50
t [h]
--¢--CB1 10 .-@---CB1 20 CB1 40

Slika 10a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene s
10gL?, 20 g L?i40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1

% vol vol ™. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 10b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene
s10g Lt 20 g Lti40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od

10 % vol vol™. Uvijeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.
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Slika 10c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu provedene s
10g L% 209 L?i40g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 20

% vol vol ™. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8; enzim — Cellulase, enzyme blend.

Hidrolizom 10 g L™ kiselinski predobradenih kukuruznih oklasaka (PKO) pomo¢u 1 % vol
vol! Cellulase, enzyme blenda postignut je stupanj hidrolize glukana od 73,11 %, a pove¢anjem
koncentracije oklasaka dovelo je do smanjenja hidrolize (slika 8a) na 47,87 % (20 g L™* PKO)
i 42,31 % (40 g L™ PKO). Poveéanjem koncentracije enzima (s 1 % vol vol™* na 10 % vol vol™
i 20 % vol vol™) postignuti su maksimalni moguéi stupnjevi hidrolize glukana od 100 % kod
svih testiranih koncentracija supstrata (slika 8b i 8c). Maksimalni stupanj hidrolize glukana
postignut je unutar 6 h (10 % vol vol™ Cellulase i 40 g L PKO), dok je poveéanje koncentracije
enzima na 20 % vol vol* doprinijelo smanjenju vremena hidrolize glukana. Hidrolizom 10 g L
1 PKO potreban je 1 h, 20 g LT PKO 2 h te 40 g L™ PKO 4 h za 100 %-tnu hidrolizu (slika 8c).
Prema istrazivanju enzimske hidrolize predobradene rizine slame, brijestovine i borovine s
Cellic CTec2 i Cellic HTec2 (20 FPU g™), hidroliza glukana je znatno sporija. Nakon 72 h
enzimske hidrolize, Satari i sur. (2016) postigli su stupanj hidrolize glukana od 99 % (riZina
slama), 99 % (brijestovina) i 84 % (borovina).

Stupnjevi hidrolize ksilana dobiveni su u rasponu od 27,21 % (1 % vol vol™ enzima i 40 g
Lt PKO; slika 9a) do 52,93 % (1 % vol vol™ enzima i 10 g L PKO; slika 9a). Enzimskom
hidrolizom 40 g L* supstrata s 10 % vol vol™ enzima ostvaren je stupanj hidrolize ksilana od
38,85 % (slika 9b), dok je poveéanje koncentracije enzima na 20 % vol vol dovelo do
smanjenja stupnja hidrolize za 10 % (slika 9c). Jednak trend smanjenja stupnja hidrolize ksilana
primije¢en je usporedbom preostalih testiranih koncentracija supstrata prilikom povecanja

koncentracije enzima s 10 % na 20 %.
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Usporedbom navedenih rezultata moze se primijetiti da je hidroliza ksilana znatno sporija
od hidrolize glukana s Cellulase, enzyme blend. Sav sadrzaj glukana hidroliziran je s 20 %
enzima unutar 1 h (10 g L PKO; slika 8c), dok je u jednakim uvjetima 34,58 % hidrolize
ksilana postignuto tek za 48 h (slika 9c).

U eksperimentu kod kojeg je koristeno 1 % vol vol! enzima u procesu s pocetnom
koncentracijom supstrata 10 g L™ PKO, stupanj enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata bio
je 60,59 %, dok se daljnjim poveéanjem koncentracije supstrata na 20 g L™ i 40 g L PKO,
stupanj hidrolize ukupnih ugljikohidrata smanjio na 39,99 % i 34,79 % (slika 10a). Jednak trend
smanjenja stupnja hidrolize dobili su Abedinifar i sur. (2009) prilikom hidrolize rizine slame
pomocéu celulaza i f-glukozidaze. Enzimskom hidrolizom 20 g L™ predobradene riZine slame
postigli su stupanj hidrolize od 71,8 %, a poveéanje koncentracije supstratana 50 g L™ i 100 g
L* postigli su stupanj hidrolize od 62,0 % i 59,9 %.

Nadalje, u eksperimentu kad je koristeno 10 % vol vol! enzima, kod svih ispitanih
koncentracija supstrata, dobiven je stupanj hidrolize ukupnih ugljikohidrata od 80 % (slika
10b), dok daljnje povecéanje koncentracije enzima (s 10 na 20 % vol vol™) nije doprinijelo
znatnijem povecanju stupnja hidrolize ukupnih ugljikohidrata (10 % enzima — SH=80 %; 20 %
enzima — SH=79 %) u istom vremenskom intervalu (6 h). Takoder je dokazano da produljenje
vremena enzimske hidrolize ne dovodi do znacajne promjene u stupnju hidrolize ukupnih
ugljikohidrata (6 h i 48 h). Posto su Cellic CTec2 i Cellic HTec2 sli¢na kombinacija enzima
kao i Cellulase, enzyme blend, moze se usporediti ukupni stupanj enzimske hidrolize
predobradene rizine slame primjenom navedenih enzima. Jednak stupanj hidrolize (79 %)
ostvaren je unutar prva 3 h enzimskom hidrolizom rizine slame s 20 FPU g (Satari i sur.,
2016).

Na temelju navedenih rezultata stupnjeva hidrolize glukana postignutih pomocu Cellulase,
enzyme blend vidljiv je znatno veéi stupanj hidrolize u usporedbi s rezultatima dobivenih
pomocu Viscozyme L. Razlog tome je, kao $to je navedeno u prethodnom poglavlju 4.2.1.,
razlicita aktivnost celulaza i ksilanaza u komercijalnim enzimima. Takoder, stupnjevi hidrolize
ksilana s Viscozyme L znatno su ve¢i od hidrolize ksilana s Cellulase, enzyme blend.
Usporedbom stupnjeva hidrolize ukupnih ugljikohidrata, vec¢i stupnjevi hidrolize dobiveni su
pomocu Cellulase, enzyme blend (od 34,79 % do 80,67 %) u usporedbi s Viscozyme L (od
13,89 % do 36,16 %).
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4.2.3. Enzimska hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka s Cellulase, enzyme blend
i Viscozyme L

Nakon provedbe enzimske hidrolize sa zasebnim enzimima, provedena je enzimska
hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka pomocu mjesSavine Viscozyme L i Cellulase,
enzyme blend kako bi se odredilo moze 1li se kombinacijom enzima posti¢i bolji stupanj
hidrolize u usporedbi sa zasebnim enzimima. Ispitan je efekt povecanja koncentracije enzima i
supstrata na ukupnu enzimsku hidrolizu odabrane sirovine. Rezultati stupnjeva hidrolize
prikazani su u ovisnosti 0 vremenu zasebno za hidrolizu glukana (slika 11a, 11b, 11c), ksilana
(slika 12a, 12b, 12c¢) i za hidrolizu ukupnih ugljikohidrata/sirovinu (slika 13a, 13b, 13c).
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Slika 11a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L,
20 g L i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1 % vol vol
1 Viscozyme L i 1 % vol vol! Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 11b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L™,
20 g L i 40 g L! predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 2 % vol vol-
L Viscozyme L i 5 % vol vol? Cellulase, enzyme blend. Uvijeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 11c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize glukana u glukozu provedene s 10 g L™,
20 g L™ 40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 5 % vol vol-

1 Viscozyme L i 10 % vol vol? Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 12a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L%,
20 g L™ 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 1 % vol vol-

1 Viscozyme L i 1 % vol vol! Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 12b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L™,
20 g L i 40 g L! predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 2 % vol vol-

1 Viscozyme L i 5 % vol vol? Cellulase, enzyme blend. Uvijeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 12c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ksilana u ksilozu provedene s 10 g L™,
20 g L™ 40 g L? predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom enzima od 5 % vol vol-

1 Viscozyme L i 10 % vol vol? Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH 4,8.
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Slika 13a. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu
provedene s 10 g L™, 20 g L™ i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom

enzima 1 % vol vol™? Viscozyme L i 1 % vol vol™ Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C; pH

4,8.
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Slika 13b. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu
provedene s 10 g L™, 20 g L™ i 40 g L predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom

enzima od 2 % vol vol™ Viscozyme L i 5 % vol vol™ Cellulase, enzyme blend. Uvijeti: 50 °C;

pH 4.8.
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Slika 13c. Prikaz rezultata enzimske hidrolize ukupnih ugljikohidrata/sirovinu
provedene s 10 g L™, 20 g L™ i 40 g L™ predobradenih kukuruznih oklasaka i koncentracijom
enzima od 5 % vol vol™* Viscozyme L i 10 % vol vol? Cellulase, enzyme blend. Uvjeti: 50 °C;
pH 4,8.

Nakon provedenih hidroliza sa zasebnim enzimima, zakljuceno je da testirani komercijalni
enzimi postizu znacajno razlicite stupnjeve hidrolize ukupnih ugljikohidrata. Kako bi se
povecao stupanj hidrolize ukupnih ugljikohidrata i time iskoristio sav potencijal sirovine, ali i
kako bi se utvrdilo medudjelovanje enzima, provedena je enzimska hidroliza s tri razlicite
kombinacije koncentracija enzima.

Provedbom enzimske hidrolize s 1 % vol vol! Viscozyme L i 1 % vol vol?! Cellulase,
enzyme blend stupanj hidrolize glukana dobiven je u rasponu od 57,38 % hidrolizom 10 g L
PKO do 54,37 % hidrolizom 40 gL PKO (slika 11a). Poveéanjem koncentracije enzima na 2
% vol vol™! Viscozyme L i 5 % vol vol? Cellulase te 5 % vol vol™ Viscozyme L i 10 % vol vol’
! Cellulase, tijekom hidrolize 10 gL i 20 g L™ supstrata, dovelo je do poveéanja stupnja
hidrolize glukana na 100 %. Dok je u eksperimentu s 2 % vol vol™ Viscozyme L i 5 % vol vol
! Cellulase, povecéanje koncentracije kukuruznih oklasaka na 40 g L, dovelo do smanjenja
stupnja hidrolize glukana na 94,25 % (slika 11b). Daljnjim poveéanjem koncentracije enzima
na 5 % vol vol'! Viscozyme L i 10 % vol vol? Cellulase, postignuto je neznatno poveéanje
hidrolize glukana na 99,72 % (slika 11c). Razlog takvog rezultata moze biti u nemoguénosti
molekula enzima da prodru pri ve¢im koncentracijama kroz supstrat, $to dovodi do ograni¢enog
prijenosa mase i smanjenja stupnja hidrolize (Althuri i Banerjee, 2017).

Enzimskom hidrolizom 20 g L1 PKO s 1 % vol vol™ Viscozyme L i 1 % vol vol™* Cellulase,
enzyme blend postignut je stupanj hidrolize ksilana od 61,52 %, a hidrolizom 40 g L™* PKO

60,71 %. Dok je smanjenje koncentracije kukuruznih oklasaka pri jednakoj koncentraciji
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enzima povecalo stupanj hidrolize na 100 % (slika 12a). Na temelju rezultata prikazanih na slici
12b i 12c vidljivo je da su postignuti maksimalni stupnjevi hidrolize ksilana primjenom 2 %
vol vol? Viscozyme L i 5 % vol vol? Cellulase u vremenu od 8 h, a poveéanje koncentracije
enzima na 5 % vol vol? Viscozyme L i 10 % vol vol? Cellulase dovelo je do skraéivanja
vremena hidrolize na 4 h.

U eksperimentu u kojem je koristeno 1 % vol vol? Viscozyme L i 1 % vol vol? Cellulase,
enzyme blend (slika 13a) s koncentracijom 10 g L™t PKO, postignut je stupanj hidrolize ukupnih
ugljikohidrata od 54,11 %, dok je povecanje koncentracije PKO uzrokovalo smanjenje hidrolize
na 49,76 % (20 g L PKO) i 48,30 % (40 g L PKO). Analizom rezultata stupnjeva hidrolize
ukupnih ugljikohidrata postignutih s 2 % vol vol™* Viscozyme L i 5 % vol vol™* Cellulase te 5
% vol vol? Viscozyme L i 10 % vol vol™ Cellulase dobivene su potpuno jednake vrijednosti
hidrolize od 85,10 % pri koncentracijama kukuruznih oklasaka od 10 g Li 20 g L™ (slika 13b
i 13c). Povecanjem koncentracije supstrata na 40 g L™ dovelo je do smanjenja stupnjeva
hidrolize ukupnih ugljikohidrata na 80,67 % (2 % vol vol™* Viscozyme L i 5 % vol vol™
Cellulase, enzyme blend) i 84,88 % (5 % vol vol™ Viscozyme L i 10 % vol vol™* Cellulase,
enzyme blend). Razlog tome je otezan prijenos mase te povecanje viskoznosti pri ve¢im
koncentracijama supstrata sto otezava enzimima pristup supstratu (Althuri i Banerjee, 2017).
Svi stupnjevi hidrolize ukupnih ugljikohidrata izrazeni su na masu ukupne sirovine te se zbog
toga ne moze posti¢éi 100 %-tna hidroliza. Takoder, razlog moze biti lignin koji sadrze
predobradeni kukuruzni oklasci jer lignin moze smanjivati stupanj hidrolize zbog djelovanja na
aktivnost celulaznih enzima i zbog ograni¢enja dostupnosti celuloze za enzimsku hidrolizu.
Nadalje, razgradnjom lignina nastaju fenolni spojevi koji inaktiviraju celuloliticke enzime i
time utjecu negativno na hidrolizu jednako kao i topljivi i netopljivi lignin (Limayem i Ricke,
2012; Yang i sur., 2011).

Usporedbom rezultata provedenih enzimskih hidroliza s pojedina¢nim enzimima i
kombinacijom enzima mogu se primijetiti razlike u postignutim stupnjevima hidrolize.
Primjenom kombinacije 1 % vol vol* Viscozyme L i 1 % vol vol™ Cellulase, enzyme blend za
hidrolizu 20 g L™ i 40 g L™ PKO postignuti su za 10 % visi stupnjevi hidrolize glukana u
usporedbi s 1 % vol vol! &istog enzima Cellulase, enzyme blend. Provedbom hidrolize s 10 %
vol vol ! &istog enzima Cellulase za potpunu hidrolizu glukana iz 20 g L™ PKO potrebno je 6 h,
dok je dodatak 5 % vol vol? Viscozyme L uzrokovao produljenje hidrolize na 48 h. Iz
navedenog moze se zakljuciti da kada se koriste u kombinaciji, postoji odredeno

medudjelovanje enzima u usporedbi s hidrolizom pomocu pojedina¢nih enzima.
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Nakon hidrolize 40 g L PKO s 1 % vol vol™* Viscozyme L postignut je stupanj hidrolize
ksilana od 39,93 %, a dodatkom 1 % vol vol™* Cellulase vidljivo je znadajno poveéanje stupnja
hidrolize ksilana na 50,71 %. Takoder, za potpunu hidrolizu ksilana primjenom samo 10 % vol
vol™ Viscozyme L (20 g L PKO) potrebno je 48 h, dok je smanjenjem koncentracije na 5 %
vol vol™! Viscozyme L i dodatkom 10 % vol vol™? Cellulase vrijeme hidrolize skraéeno na 4 h.
Stoga, na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da postoji medudjelovanje enzima kada se
primijeni kombinacija Viscozyme L i Cellulase, enzyme blend. Vrijeme potrebno za hidrolizu
ksilana skracuje se primjenom dvije navedene komercijalne mjesavine enzima, dok se hidroliza
glukana produljuje.

Analizom stupnjeva hidrolize ukupnih ugljikohidrata iz svih provedenih eksperimenata,
najbolji rezultati dobiveni su primjenom kombinacija enzima od 2 % vol vol™* Viscozyme L i 5
% vol vol ! Cellulase te 5 % vol vol™* Viscozyme L i 10 % vol vol™ Cellulase. Posto poveéanje
koncentracije oba enzima nije doprinijelo povecanju stupnja hidrolize ukupnih ugljikohidrata,
vazno je uzeti u obzir da troSkovi procesa rastu utroSkom vece koncentracije enzima. Do
jednakog zakljucka dosli su 1 Althuri i Banerjee (2017) koji su proveli enzimsku hidrolizu
mjesavine lignoceluloznih sirovina te su naveli da prevelika koncentracija enzima samo

drasti¢no povecava troskove procesa, a ne mora povecati njegovu efikasnost.
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4.3.UZGOJ PLIJESNI Mucor indicus | PROIZVODNJA ETANOLA NA
HIDROLIZATU PREDOBRADENIH KUKURUZNIH OKLASAKA

Nakon provedenih enzimskih hidroliza odredena je najuéinkovitija kombinacija
komercijalnih enzima za enzimsku hidrolizu predobradenih kukuruznih oklasaka. Postupkom
opisanim u poglavlju 3.3.10. pripremljen je hidrolizat s 40 g L predobradenih kukuruznih
oklasaka i koncentracijom enzima od 5 % vol vol? Viscozyme L i 2 % vol vol? Cellulase,
enzyme blend. Supernatant dobivenog hidrolizata koristen je za uzgoj plijesni Mucor indicus i
proizvodnju etanola u dva reaktorska sustava, HRCB-u i barbotiraju¢em bioreaktoru.
Barbotirajuci bioreaktor je zapravo prenamijenjen reaktor s mijesalom koji je modificiran kako
bi se umanjili najces¢i nedostaci takvog reaktora, velika potros$nja energije i oSte¢enje stanica
uslijed mijesanja (Santek i sur., 2006). Inokulum plijesni pripremljen je 24 h prije samog uzgoja
u reaktoru. Za proizvodnju etanola na hidrolizatu kukuruznih oklasaka odabrana je plijesan M.
indicus jer moze koristiti glukozu i ksilozu koji su osnovni $eceri prisutni u koristenom
hidrolizatu, dok najcesce koristeni kvasac S. cerevisiae ne moze iskoristavati ksilozu. Takoder,
odabrana plijesan mozZe podnositi 1 iskoriStavati prisutne inhibitore iz hidrolizata
lignoceluloznih sirovina, poput furfurala, hidroksimetil furfurala i octene kiseline (Karimi i sur.,
2008; Millati i sur., 2008). Jos jedna prednost odabrane plijesni je sto biomasa sadrzi hitozan,
lipide, glukozamin i dr. Hitozan ima brojne primjene u poljoprivredi, prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji kao $to su konzerviranje hrane 1 voénih sokova, proc¢is¢avanje vode,
ubrzavanje zacjeljivanja rana i dr. (Karimi i sur., 2006). Tijekom oba uzgoja pracena je
koncentracija glukoze, ksiloze, etanola, ksilitola, octene kiseline i glicerola. Takoder, zbog
specificnosti dimorfizma plijesni, tijekom uzgoja pracen je rast i1 oblik plijesni

mikroskopiranjem.
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4.3.1. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola na hidrolizatu predobradenih
kukuruznih oklasaka u HRCB-u
Uzgoj plijesni Mucor indicus proveden je kako bi se ispitalo moze li se na hidrolizatu
predobradenih kukuruznih oklasaka posti¢i efikasna proizvodnja etanola u HRCB-u. Takoder,
uzgoj je proveden kako bi se odredilo u kojem se bioreaktorskom sustavu postize bolja
proizvodnja etanola s obzirom na razli¢ite uvjete aeracije, mijeSanja i regulacije temperature.
Rezultati su prikazani na slici 14 kao koncentracije $ecera i etanola [g L™] u ovisnosti o vremenu

uzgoja te je na slici 15 prikazana promjena u morfologiji plijesni tijekom uzgoja.
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Slika 14. Prikaz promjene koncentracije glukoze, ksiloze, etanola, ksilitola, glicerola i
octene kiseline tijekom uzgoja plijesni Mucor indicus u HRCB-u na hidrolizatu kukuruznih

oklasaka. Uvjeti: broj okretaja u HRCB 20 min; vrijeme uzgoja 72 h, ukupni volumen 4 L.

Hidrolizat kukuruznih oklasaka koriSten za proizvodnju etanola na pocetku je sadrzavao
17,98 g L glukoze i 3,18 g L ksiloze. U prvih 30 h plijesan je za rast i proizvodnju etanola
koristila iskljuc¢ivo glukozu iako je u podlozi bila prisutna i ksiloza. Nakon utroska glukoze
zapocCinje troSenje ksiloze, a pocetak prilagodbe moze se uociti na slici 14. Takav nacin rasta
naziva se diauksi¢ni rast koji je karakteristican za M. indicus. Nakon 48 h iz prisutnih Secera
nastala je maksimalna koncentracija etanola od 9,30 g L™, a na kraju cijele proizvodnje u

HRCB-u, koja je trajala 72 h, koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yetanolss) iznosi 0,37 g
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g! uz efikasnost cijelog procesa od 72,55 %. Produktivnost proizvodnje etanola iznosila je 0,11
g L h? uz postignutu maksimalnu brzinu od 0,11 h™. Za usporedbu, sli¢an koeficijent
konverzije supstrata u produkt od 0,39 g g™ dobili su Abedinifar i sur. (2009) tijekom uzgoja
plijesni M. indicus u anaerobnim uvjetima na hidrolizatu 20 g L™ rizine slame. Tijekom uzgoja
u HRCB-u vladali su mikroaerofilni uvjeti, zbog toga je bolja usporedba uzgoj plijesni na
hidrolizatu drva uz aeraciju od 0,1 L min™ pri ¢emu je postignut jednak Yetanors 0d 0,37 g g
(Millati i sur., 2008). Takoder, uzgojem kvasca S. cerevisiae na mjeSavini Secera postignut je
Yetanos 0d 0,32 g g?' uz maksimalnu brzinu proizvodnje etanola od 0,37 g g! h'
(Hamidimotlagh i sur., 2007). Izmedu 48 h i 72 h uzgoja zamijecen je pad koncentracije etanola
$9,30 g L na 7,89 g L. Razlog tome je §to plijesan mozZe koristiti etanol kao izvor ugljika
kada se u podlozi iscrpe Seceri. Takoder, nakon 48 h uzgoja zamijeéena je proizvodnja ksilitola
koji nastaje kao meduprodukt razgradnje ksiloze ¢iji je Yisiiitors Na Kraju uzgoja iznosio 0,099 g
gl. Za usporedbu, tijekom uzgoja na hidrolizatu drva Millati i sur. (2008) postigli su Yksilitol/s
od 0,036 g g*. Takoder, na kraju uzgoja zamijeéena je proizvodnja glicerola koji je nusprodukt
proizvodnje u koncentraciji od 0,49 g L.

Na slici 15 vidljivo je da u pocetku uzgoja plijesan raste u obliku individualnih stanica
slicnih kvascu, a nakon 24 h zapocinje filamentozni rast. Prema literaturi, faktori koji utjecu na
dimorfizam plijesni M. indicus su koncentracija Secera, posebno glukoze i uvjeti kultivacije. Pri
nizim koncentracijama glukoze plijesan raste u filamentoznom obliku, a kada je koncentracija
glukoze dovoljno visoka, dolazi do represije filamentoznog rasta te zapocinje rast u obliku
kvasca (Karimi i Zamani, 2013). 1z navedenog i dobivenih rezultata moze se zakljuciti da nakon
28 h kada je koncentracija glukoze pala ispod 10 g L zapocinje filamentozan rast plijesni.
Takoder, na rast plijesni mogu utjecati i inhibitori poput furana i octene kiseline koji nastaju
tijekom hidrolize kukuruznih oklasaka (Karimi i Zamani, 2013; Millati i sur., 2008). Zbog
visokog koeficijenta konverzije supstrata u produkt moze se zakljuciti da koncentracija furana
od 0,03 mg L™ (poglavlje 3.3.7.; tablica 3) i octene kiseline izmedu 1,44 g L™ i 2,47 g L nema
negativan utjecaj, Sto potvrduje i istraZivanje Lennartsson i sur. (2009) gdje je proveden
uspjesan uzgoj na hidrolizatu drva s 6,93 g L™ octene kiseline, 0,51 g L™ furfuralai 1,12 g L
hidroksimetil furfurala. Furfural je u razli¢itim ispitanim uvjetima u potpunosti asimiliran, kao
i octena kiselina prisutna u sirovini, dok se utjecaj octene kiseline primjecuje tek kada se doda

kao izvor ugljika (Lennartson i sur., 2009).
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Slika 15. Mikroskopska slika plijesni Mucor indicus tijekom uzgoja u HRCB-u nakon:
a) 2h; b) 6 h;c)24h;d)52h;e) 72 h (povecanje 400x); f) 72 h (povecanje 100x).
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4.3.2. Uzgoj plijesni Mucor indicus i proizvodnja etanola na hidrolizatu kukuruznih
oklasaka u barbotiraju¢em bioreaktoru

Uzgoj plijesni Mucor indicus proveden je kako bi se ispitalo moze li se na hidrolizatu
predobradenih kukuruznih oklasaka posti¢i efikasna proizvodnja etanola u barbotiraju¢em
bioreaktoru. Takoder, uzgoj je proveden kako bi se odredilo u kojem se bioreaktorskom sustavu
postize bolja proizvodnja etanola s obzirom na razli¢ite uvjete aeracije, mijeSanja i regulacije
temperature. Rezultati su prikazani na slici 16 kao koncentracije Sedera i etanola [g L] u
ovisnosti 0 vremenu uzgoja te je na slici 17 prikazana promjena u morfologiji plijesni tijekom

uzgoja.
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Slika 16. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, etanola, glicerola i octene kiseline
tijekom uzgoja plijesni Mucor indicus u barbotiraju¢em bioreaktoru na hidrolizatu kukuruznih

oklasaka. Uvjeti: aeracija 0,5 L min, 28 °C, vrijeme uzgoja 24h, volumen 1,3 L.

Proizvodnja etanola u barbotiraju¢em bioreaktoru zapocela je s 17,38 g L™ glukoze i 4,49
g L ksiloze uz stalnu aeraciju od 0,5 L min*. Prvu polovicu uzgoja, glavni izvor ugljika bila
je glukoza te je nakon 10,5 h uocen prijelaz potrosnje glukoze na ksilozu $to je vidljivo na slici
16, dok je u HRCB-u za prijelaz na drugi izvor ugljika bilo potrebno 30 h. Razlog takve razlike
u vremenu potrosnje jednake koncentracije glukoze je u razli¢itim primijenjenim uvjetima, tj.

razli¢itoj aeraciji i regulaciji temperature. Za potrosnju svih Secera u barbotiraju¢em bioreaktoru
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potrebno je 24 h pri ¢emu je postignut koeficijent pretvorbe supstrata u etanol od 0,46 g g™
(Yetanons). Ako se usporedi dobiveni rezultat s maksimalnim teoretskim koeficijentom pretvorbe
supstrata u produkt od 0,51 g g?, efikasnost procesa iznosi 90,20 %. Dok je produktivnost
nastanka etanola iznosila 0,40 g L™ h™! uz maksimalnu brzinu proizvodnje od 0,21 h't izmedu
sedmog i desetog sata. Priblizan rezultat od 0,43 g g (Yetanons) postigli su Lennartson i sur.
(2009) prilikom aerobne proizvodnje etanola pomoc¢u M. indicus u bioreaktoru s mijeSalom na
hidrolizatu drva. Za usporedbu dobivenih rezultata, Hamidimotlagh i sur. (2007) postigli su
kofermentacijom pomoéu P. stipitis i S. cerevisiae na mjesavini Seéera Yetanons 0d 0,41 g g uz
maksimalnu brzinu proizvodnje etanola od 0,32 g g*h™? i produktivnost od 0,77 g L*h™.

Prema literaturi, povecanjem aeracije ne dolazi do proizvodnje ksilitola iz ksiloze i
oslobadanja iz stanice, nego se ksiloza konvertira u ksilulozu i konvertira u etanol (Millati i
sur., 2008). Zbog izrazito aerobnih uvjeta u barbotiraju¢em bioreaktoru, nije doslo do
proizvodnje ksilitola. Tijekom proizvodnje etanola zamijeéen je porast glicerola od 0,17 g L™
na 0,66 g L. Proizvodnja etanola u barbotiraju¢em bioreaktoru zavrsena je s 9,99 g L* etanola
i 12,02 g L biomase, a u HRCB-u's 7,89 g L i 3,95 g L! biomase. Iz navedenih rezultata
moze Se zakljuéiti da aeracija znaCajno utjeCe na proizvodnju biomase Sto su potvrdili
Lennartson i sur. (2009) i Sues i sur. (2005) usporedbom aerobnog i anaerobnog uzgoja u
bioreaktoru s mijesalom. Plijesan M. indicus u aerobnim uvjetima raste puno brze §to se moze
i primijetiti usporedbom slike 15 i slike 17. Vidljivo je da uzgojem u barbotiraju¢em bioreaktoru
u aerobnim uvjetima zapocet filamentozni rast ve¢ tijekom prvih 6 h, dok je u HRCB-u, u
mikroaerofilnim uvjetima, bilo potrebno vise od 24 h. Pregledom literature, plijesan u
anaerobnim uvjetima proizvodi vise etanola u usporedbi s procesom u aerobnim uvjetima,
prema tome, oc¢ekivano je da ¢e plijesan u HRCB-u postici veéi koeficijent konverzije supstrata
u etanol u usporedbi s barbotiraju¢im bioreaktorom. Rezultati provedenih uzgoja prikazani u
tablici 6 pokazuju drugaciji odnos, a razlog moze biti sto u HRCB-u nije bilo odrzavanja
optimalnih uvjeta temperature, te je uzgoj proveden u mikroaerofilnim uvjetima.

Tijekom proizvodnje etanola u barbotiraju¢em bioreaktoru koncentracija octene kiseline
bila je nesto niza (maksimalna vrijednost 1,55 g L) u usporedbi s HRCB-om $to je dodatno
moglo povoljno utjecati na kona¢nu konverziju jer octena kiselina moze djelovati kao inhibitor
proizvodnje etanola. Prema dostupnoj literaturi odabrana plijesan moze Koristiti ksilozu za
proizvodnju etanola u aerobnim i mikroaerofilnim uvjetima. Prema istrazivanju Millati i sur.
(2008), M. indicus iskoristava brze ksilozu poveéanjem aeracije, za utrosak 10 g L™ ksiloze pri
aeraciji od 0,1 L min potrebno je 65,5 h, dok poveéanjem aeracije na 0,5 L min™* potrebno

45,7 h. Takvo smanjenje vremena potroSnje ksiloze potvrdeno je uzgojem u HRCB-u i
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barbotirajuéem bioreaktoru. Za utrosak 4,49 g L™ ksiloze u aerobnim uvjetima potrebno je 24
h, a u mikroaerofilnim uvjetima potrodnja 3,18 g L™ ksiloze je produzena na 72 h. Prema
dobivenim rezultatima proizvodnje etanola u oba ispitana reaktorska sustava (tablica 6) i prema
Sues i sur. (2005), proizvodnja etanola pomocu plijesni M. indicus konkurentna je proizvodnji

pomocu S. cerevisiae na glukozi (Yes=0,42 g gb).
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Slika 17. Mikroskopska slika plijesni Mucor indicus tijekom uzgoja u barbotiraju¢em
bioreaktoru nakon: a) 0 h; b) 4 h; ¢) 6 h; d) 9,5 h; e) 24 h (povecanje 400x).
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Tablica 6. Prikaz parametara uspjesnosti proizvodnje etanola u HRCB-u i barbotiraju¢em

bioreaktoru.
HRCB Barbotirajuéi bioreaktor
Yetanotis [9 971 0,37 0,46
re[h™] 0,11 0,21
PrgL'h?] 0,11 0,40
E [%] 72,55 90,20

55



5. ZAKLJUCCI

Iz rezultata enzimskih hidroliza predobradenih kukuruznih oklasaka pri temperaturi od 50
°C i pH 4,8 pomocu Viscozyme L i Cellulase, enzyme blend moze se zakljuciti da
Viscozyme L ima veci utjecaj na hidrolizu ksilana, a Cellulase, enzyme blend na hidrolizu
glukana. Provedbom enzimske hidrolize s koncentracijama enzima od 1 % vol vol*
povecanje koncentracije supstrata od 10 g L™t do 40 g L™ znadajno utjee na smanjenje
stupnja hidrolize ukupnih ugljikohidrata. Dok veé¢ samom primjenom 10 % vol vol™ enzima,

koncentracija supstrata nema znacajan utjecaj na stupanj hidrolize.

Na temelju provedenih eksperimenata najbolji stupanj hidrolize ukupnih ugljikohidrata od
85,10 % dobiven je pomoc¢u kombinacije enzima 2 % vol vol™* Viscozyme L i 5 % vol vol
! Cellulase, enzyme blend, dok su najnizi rezultati stupnja hidrolize dobiveni primjenom
Viscozyme L. Povecanjem koncentracije enzima iznad navedenih vrijednosti nije
doprinijelo povecanju stupnja hidrolize ukupnih ugljikohidrata, ni zna¢ajnom smanjenju

vremena hidrolize kod svih ispitanih koncentracija supstrata.

. U industrijskoj proizvodnji sve je vece zanimanje za plijesan Mucor indicus za proizvodnju
bioetanola iz razli¢itih lignoceluloznih sirovina. Najveca prednost plijesni je $to moze
iskoristiti glavne sastojke lignoceluloze, glukozu i ksilozu s visokim prinosima etanola, u
aerobnim i anaerobnim uvjetima, moze podnositi i iskoristavati inhibitorne sastojke prisutne
u lignoceluloznim hidrolizatima. Najveca mana plijesni je njezin filamentozni rast koji

otezava vodenje procesa pogotovo povecanjem myjerila na industrijsku razinu.

Proizvodnja etanola pomoc¢u M. indicus provedena je na hidrolizatu kukuruznih oklasaka u
HRCB-u (volumen 4L) te je koeficijent konverzije supstrata u etanol iznosio 0,37 g g% uz
produktivnost proizvodnje etanola od 0,11 g L™ h't $to daje efikasnost procesa od 72,55 %.
Maksimalna postignuta brzina proizvodnje etanola iznosi 0,11 h*, a tijekom procesa

vodenog u mikroaerofilnim uvjetima proizvedeno je 3,95 g L biomase.

. Koeficijent konverzije supstrata u etanol u barbotiraju¢em bioreaktoru (volumen 1,3 L)
iznosio je 0,46 g g*. Zbog odrzavanja aerobnih uvjeta (0,5 L min) i temperature od 28 °C

proizvedeno je 12,02 g L biomase, a efikasnost takvog procesa iznosi 90,20 %.
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Produktivnost proizvodnje etanola iznosila je 0,40 g L h?', a maksimalna brzina

proizvodnje etanola iznosi 0,21 ht.

Na temelju rezultata proizvodnje etanola u dva reaktorska sustava moze se zakljuciti da se
uz bolju regulaciju procesa i smanjenjem volumena moze posti¢i veci prinos etanola.
Uzimajuci u obzir troSkove procesa koji se odnose na koli¢inu utroSenog enzima i energije
te s obzirom da je veca efikasnost procesa postignuta u barbotiraju¢em bioreaktoru moze se
zakljuciti da je barbotirajuci bioreaktor bolji sustav proizvodnje etanola u ispitanim

uvjetima.
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7. PRILOZI

7.1. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije ugljikohidrata i proizvoda

tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

Tablica 7. Retencijska vremena i bazdarni pravci (HPLC).

Spoj tr[Min] jednadzba bazdarnog pravca R? [-]
glukoza 13,021 A =377242,19 y(glukoza) - 4487,06 1,00
ksiloza 13,813 A = 362057,09 y(ksiloza) + 5598,61 1,00

etanol 27,464 A =1163351,70 y(etanol) - 953,28 1,00
ksilitol 15,760 A =362963,41 y(ksilitol) + 9251,37 1,00
octena kiselina | 19,936 | A =164952,59 y(octena kiselina) +2260,96 1,00
glicerol 18,183 A = 298199,58 y(glicerol) + 7203,54 1,00
celobioza 10,760 A =378874,5985 y(celobioza) - 797,7069 1,00

7.2. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije ugljikohidrata tekuéinskom

kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Tablica 8. Retencijska vremena i bazdarni pravci (UPLC).

Spoj tr [Min] jednadzba bazdarnog pravca R? [-]
glukoza 5,06 A = 83241 y(glukoza) + 11510 0,9986
ksiloza 3,75 A = 66325 y(ksiloza) + 9629,3 0,9997

celobioza 7,98 A =73880 y(celobioza) + 10635 0,9998
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