SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

Marko BozZinovié
Renata Vicevié

Nikolina Zekié

Proizvodnja bioetanola iz enzimskog i kiselinskog hidrolizata pivskog tropa

Zagreb, lipanj 2022.



Ovaj rad smo izradili samostalno u laboratoriju Zavoda za reakcijsko inZenjerstvo i katalizu
Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu pod vodstvom doc. dr. sc.

Anite Sali¢. Rad je predan na Natjecaj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj godini

2021./2022.



Nomenklatura

Simboli

mnozinska koncentracija [mol/L]
E ucinkovitost [%]

brzina kemijske reakcije [g/(L-h)]
Ks konstanta zasi¢enja supstratom [g/L]
m masa [g]
Pr produktivnost [g/(L-h)]
t vrijeme provedbe reakcije[h]

Yp prinos produkta [g/L]
Yris  koeficijent iskoriStenja produkta na supstratu [g/g]
Yxis  koeficijent iskoriStenja biomase na supstratu [g/g]

q volumni protok [L/h]

Gr¢ki simboli
y masena koncentracija [g/L]
A valna duljina [nm]

umax  maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [1/h]
Kratice

ADP adenozin difosfat

ATP adenozin trifosfat

E etanol

GC  plinski kromatograf

GOD enzim glukoza-oksidaza

kon  konacna

NAD nikotinamid adenin dinukleotid

NAD" oksidirani oblik nikotinamid adenin dinukleotida
NADH reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotida
P produkt

PAP 4-amino-fenazonom

Pi anorganski fosfat
po¢  pocetna
S supstrat

UPLC kapljevinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti



X biomasa



Sadrzaj

L Ao T USROS 1
pZ =0 ] TS S o o S RPRSPPSPRSS 2
2. 1. BIOBTANOL ... 2
2. 1. 1. SVOJStVA DIOBLANOIA ..o 3
2. 1. 2. Primjena DIOBTANOIA ..........ooiiiiiiieie e 4
2. 1. 3. Ekoloska vaznost bioetanola............cccuuviiiiiiiiiiiiiiic e 6
2. 2. Lignocelulozna DIOMASA ..........coviiiiiiii et 6
2. 2. L PIVSKI TTOP 1.ttt bbb bbb 8
2. 3. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih Sirovina............ccocooeiiiiniiincieeeees 8
2. 3. 1. PrIPremMa SIFOVINE ..c..ecuviiiieiieeiecie st eie st steeste e s et st esta et e s e teentessaesseeneesneesteenaeaneesreas 8
2. 3. 2 HIAIOKIZA . 9
2.3.2. 1. Hidroliza razrijedenom KiSelinom.............cccceriiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 9
2. 3. 2. 2. Hidroliza koncentriranom KiSEliNOM ............ccoiiiiiiniiiiinisieeee s 9
2.3. 2. 3. ENZIMSKA NIAIONIZA. .......eoviiiiiiiccesee e 10
R B B =T 411 1=T o v Tod | - SR UTPUPOUPTSN 10
2. 3. 3. 1. Kvasci odgovorni za fermentaciju bioetanola............ccocoooviiiininice, 12
2. 3. 1. 2. Ne-Saccharomyces kvasci (nekonvencionalni Kvasci) ...........cccceovrenninciennnnnn, 13
3. EKSPerimentalni di0 .........c.ccviiiiieie e e 15
R I AV =T - 1 SO POTRUPOPPTSP 15
3u L L KEIMIKAIJE .. bbb 15
T © T o] =] 1 - VO ST T U RTRS PRSPPI PP 16
3L 2. IMIBLOOE ...t 17
3. 2. 1. Priprema reakCijSKOQ PUTEIA ........eciiiiiiicciie st 17
3. 2. 2. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih Secera...........coocevrieriineninnns 17
3.2.2. 1. Priprema DINS FBAGENSA. .....ccveeeieiertesiestesieeieeie ettt sttt sbe bbb enens 17
3. 2. 2. 2. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih Secera............. 17
3. 2. 3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije glukoze ............ccocovvviniiiiiiiiennn, 18
3.2.3. 1. Priprema radnog reagensa za odredivanje koncentracije glukoze ............c.ccooveuee. 18
3. 2. 4. Odredivanje sastava lignoceluloznog materijala nakon hidrolize .............c.ccccenvennnne. 19
3. 2. 5. Odredivanje koncentracije etanola...........cccuevvuviiiiiiiiiiisiiie e 19
3. 2. 6. Odredivanje koncentracije Kvasaca..........cccoouvviiiniiiiiiiiiieee e 20
3. 2. 7. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u $arznom reaktoru V=50 mL................. 20



3. 2. 8. Fermentacija s permeabiliziranim stanicama kvasca u Sarznom reaktoru V = 50 mL.20
3. 2. 9. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u $arznom reaktoru V =250 mL................. 21
3. 2. 10. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u Sarznom reaktoru s dotokom supstrata ..21

3. 2. 11. Provedba procesa fermentacije koriStenjem enzimskog 1 kiselinskog hidrolizata

Q1A (o R £ (0] o - PP 23
3.2.11. 1. Enzimska hidroliza pivskog trOpa..........ccooueieieiiieiiiiseseeeee e 23
3. 2.11. 2. Kiselinska hidroliza pivskog tropa..........ccouieieiiiiiiieneseee e 24
3. 2. 11. 3. Fermentacija hidrolizata pivsSKOg tropa.........c.cccvevveiieirereiie e 24
3. 2. 12. Odredivanje uspjeSnosti DIOPIOCESA. .......ueivirririiiiiiriiie e 24
3. 2. 13. Matematicki model procesa proizvodnje bioetanola — reaktorski i kineticki modeli 25
3. 2. 13, 1. SAIZNE TEAKLOT ..ottt e ettt s et n et e e e ee s e ees e 25
3.2. 13. 2. Sarzni reaktor 8 dOtOKOM .........cevveiveiieeeeeeiesieee e tesstse ettt en e 26
3. 2. 14. Ghose-Tyagi-ova modifikacija jednadzbe Monodove kinetike za opis procesa

AIKONOINE TEIMEBNTACITE ... . 27
3. 2. 15. ODrada POUAAKA .......ccveiviiieiieiieieie et 27
4. REZUNALT T FASPIAVA ....ecvveivieiicie sttt e et et e e e te e estaesteaneesreenteeneesneenneas 29

4. 1. Fermentacija modelne otopine glukoze s cijelim stanicama kvasca u Sarznom reaktoru V

e o 1 OSSR 29
4. 2. Fermentacija glukoze s permeabiliziranim stanicama kvasca u Sarznom reaktoru V = 50

NI s 32
4. 3. Ispitivanje utjecaja pocetne koncentracije glukoze na produktivnost procesa ................ 35
4. 4. Sarzna fermentacija s dOtOKOM SUPSIIALA. ..........c..eveeererrreeerereesesseeseeesessesesseseenessesee s 39
4. 5. Sarzna fermentacija na hidrolizatu PivsKOg troPa..........c.eveurerreeeeereereerssssessessesiereenens, 42
5. ZAKIJUCAK . ... 46
B. ZANVAIL ... 47
T LITEIATUIA. ... 48
B PIIIOZI .. 52
Prilog 1. BaZdarni dijagram za odredivanje koncentracije ukupnih Secera............cccocovvrernne. 52
Prilog 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze ............ccccoooieiiiiiicnnnnnnn. 53

Prilog 3. JednadZbe baZzdarnih pravaca za odredivanje koncentracije tvari u prisutnih

[IgNOCEIUIOZNOJ SITOVINT ...ttt bbbt 54
Prilog 4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije etanola............cccooeveeriveininieninnens 55

Prilog 5. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST koriSten za odredivanje brzine
KEMIJSKE FEAKCIJE (K) ...veveeitieitieie sttt ettt sa e nres 56



Prilog 6. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST koriSten za odredivanje parametara
Ghose-Tyagi-ova modifikacije Monodove KIinetike ... 57
Prilog 7. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST matematickog modela procesa
provedenog U reaktoru S dOtOKOIM..........ccveiuiiiiiieie et e e ens 58
Prilog 8. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST matematickog modela procesa
provedenog s hidrolizatom PIVSKOG trOPA..........oivriiiiieieiesiesie e 60

Prilog 9. Kromatogrami GC analize uzoraka prikupljenih u razli¢itim vremenima

fermentacije provedenom s hidrolizatom pivskog tropa tretiranog s NaOH ............cccccccoeenee. 61
N F: VA< -1 OSSR 62
SUMIMAIY ..ttt etttk eh e b e e e s b e e ke e e h et e bt e e Rt e e b e e eRb e e ebeeaRbeeabeeembeeabeeanbeenbeeas 63

Ao 10) ) TR 64



1. Uvod

Ubrzana eksploatacija fosilnih goriva, nestabilnost trzista, kao i negativan utjecaj na
okoli§ samo su neki od razloga zasto Protokol iz Kyota [1] i najnoviji Pariski protokoli [2]
pozivaju na koristenje Cistih, ,,zelenih” i obnovljivih izvora energije. Biogoriva se smatraju
prihvatljivom alternativom fosilnim gorivima ¢ijim koriStenjem se smanjuje emisija ugljikova
dioksida, mnoge zemlje postaju neovisne o velikim proizvodac¢ima fosilnih goriva, a cijene
energenata se stabiliziraju $to je u danasnje vrijeme od iznimnog znacenja [3].

Bioetanol je uz biodizel jedno od najéesc¢e koristenih biogoriva na svijetu. Dobiva se
procesom fermentacije, a moze se proizvesti iz razlicitih sirovina kao §to su Seceri (Secerna
trska i Secerna repa), Skrob (kukuruz, pSenica, raz, jeCam i krumpir), lignoceluloza (trava,
slama, drvo itd.) te biomasa algi [4]. Iako proces joS nije komercijaliziran u potpunosti, smatra
se da ¢e lignocelulozna biomasa biti jedna od osnovnih sirovina za proizvodnju biogoriva u
buducnosti, a posebice bioetanola [5]. Razlog tome je §to je lignocelulozna biomasa obnovljiva
I lako dostupna, jeftina i prisutna u velikim koli¢inama, a za razliku od ostalih sirovina koje se
koriste za proizvodnju biogoriva, ne moze se koristiti za [judsku prehranu te na taj na¢in sadnja
usjeva za proizvodnju biogoriva ne konkurira prehrambenim usjevima. Zbog svega toga se sve
vi§e proucava proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloze [6].

Industrijska proizvodnja bioetanola provodi se najcesée pomocu kvasca iz roda
Saccharomyces [5]. Stoga je prvi cilj ovog istrazivanja usporediti razliite vrste kvasaca
(Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus, Saccharomyces
pastorianus i Saccharomyces cerevisiae diastaticus) kako bi se odabrao kvasac koji ¢e tijekom
provedbe procesa dati najvec¢i prinos na bioetanolu. Prvi dio istrazivanja proveden je
koriStenjem modelne otopine glukoze razli¢itih koncentracija (5, 10 i 50 g/L glukoze) u dvije
razli¢ite vrste reaktora, Sarznom 1 Sarznom reaktoru s dotokom. Nakon Sto su odredeni
optimalni uvjeti provedbe procesa, proizvodnja bioetanola provedena je Kkoristenjem
enzimskog i kiselinskog hidrolizata pivskog tropa uz kvasac koji je dao najveci prinos na

bioetanolu.



2. Teorijski dio
2. 1. Bioetanol

Smanjenje rezervi fosilnih goriva, konstantni rast cijena energenata i znacajan
negativan utjecaj na okoli§ kao posljedica koristenja fosilnih goriva osnovni su razlozi zbog
kojih se sve viSe istrazuju i razvijaju procesi proizvodnje ekoloski prihvatljivih goriva.
Biogoriva proizvedena iz obnovljivih izvora se smatraju prihvatljivom alternativom fosilnim
gorivima. Koristenjem biogoriva smanjuje se emisija COz1i drugih staklenickih plinova, brojne
zemlje postaju energetski neovisne uz istovremen rast gospodarstva i Stvaranje dodane
vrijednosti. Danas su najveci proizvodac biogoriva Sjedinjene Americke Drzave [3].

Strateski cilj Europske unije (EU), pa tako i Republike Hrvatske, je povecati
proizvodnju biogoriva u nadolaze¢em periodu. Biogorivima s najvise potencijala smatraju se
bioetanol, bioplin i biodizel, a na Slici 1. prikazana je svjetska proizvodnju bioetanola u
razdoblju 2007. — 2021. godine.
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Slika 1. Svjetska proizvodnja bioetanola [7]

Bioetanol je alkohol dobiven fermentacijom ugljikohidrata. Najc¢esce se proizvodi iz
sirovina na bazi Secera ili Skroba, a tako dobiveni bioetanol se naziva bioetanolom prve
generacije [8]. Proizvodnja bioetanola na bazi Secera jednostavnija je od proizvodnje na bazi
Skroba pa se 1 ¢es¢e primjenjuje. NajéeSce Secerne sirovine koje se koriste u proizvodnji

bioetanola su Se¢erna repa i Secerna trska. Kako se Secerna repa koristi za proizvodnju



konzumnog $ecera, nije preporucljiva njena upotreba u proizvodnji bioetanola. S druge strane,
nusproizvodi koji nastaju tijekom proizvodnje Secera, kao $to su melasa, repini rezanci, rijetki
I gusti Secerni sok, imaju znacajan potencijal u proizvodnji bioetanola [9]. Od skrobnih sirovina
najzastupljeniji su kukuruz (SAD), pSenica, raz, jeCam i krumpir (EU). Kako bi se skrob kao
sirovina mogao koristiti za proizvodnju bioetanola, mora se prvo hidrolizirati do jednostavnijih
SeCera §to se najéeSée provodi obradom pomocu hidrolitickih enzima (npr. amilaza,
glukoamilaza itd.) ili kiselina i luzina. Na taj na¢in dobiveni hidrolizat koji je u osnovi vodena
otopina nizih Secera se lako fermentira u bioetanol pomocu kvasaca kao $to su primjerice oni
iz roda Saccharomyces. S obzirom da se sirovine na bazi Secera i Skroba primarno koriste kao
hrana, njihova upotrebom za proizvodnju biogoriva rezultira nepredvidivim promjenama u
cijeni prehrambenih proizvoda te se stvara konkurencija pri koristenju usjeva za prehrambene
svrhe ili kao biogoriva. Zbog toga se sve viSe traga za alternativnim sirovinama za proizvodnju
biogoriva. Tako se pri proizvodnji bioetanola kao alternativa sve se vise koristi lignocelulozna
biomasa (bioetanol druge generacije) te biomasa mikroorganizama i algi (bioetanol trece
generacije) [10]. Alternativno, bioetanol se moze dobiti i iz CO2 koriStenjem naprednih
tehnologija kao $to su elektrokemijska sinteza, elektroliza oksida i hidroobrada nafte [11], a

tako dobiveni bioetanol nazivamo bioetanolom céetvrte generacije.

2. 1. 1. Svojstva bioetanola

Bioetanol u c¢istom obliku je bezbojna bistra tekucina s blagim karakteristicnim
mirisom. Temperatura vreliSta mu je 78 °C, a temperaturom ledista — 112 °C [8]. Ostala
karakteristi¢na svojstva bioetanola su: visoka toplina isparavanja, niska temperatura plamena,
veca promjena volumena plina, visoka specificna energija, niska toksi¢nost i visoki oktanski
broj u odnosi na benzin. Navedena svojstva omogucuju postizanje oko 15% vece uéinkovitosti
kompresije 1 krace vrijeme izgaranja u odnosu na benzin Sto bioetanol Cini povoljnim za
koristenje kao ¢isto gorivo U motorima s unutarnjim izgaranjem [10].

Nedostatci bioetanola su korozijsko djelovanje na motor te na spremnik goriva.
Bioetanol odlikuju manji tlak para i higroskopnost u odnosu na benzin. Osim toga, energetska
vrijednost bioetanola u odnosu na benzin je manja pri ¢emu je s obzirom na ovaj pokazatelj 1
L benzina ekvivalent 1,2 — 1,5 L bioetanola sto znaci da je po prijedenom kilometru potrosnja

bioetanola vec¢a u odnosu na potro$nju benzina [9].



2. 1. 2. Primjena bioetanola

Danas se bioetanol kao gorivo koristi u nekoliko zemalja, a medu najve¢im potrosacima
su Brazil, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, ali i neke europske zemlje poput Svedske [13].

Kada se koristi u ¢istom obliku (E100, odnosno 100% etanol s ili bez aditiva), bioetanol
tesko isparava pri niskim temperaturama pa je motore vozila koja koriste E100 tesko pokrenuti
pri niskim temperaturama [14]. 1z tog se razloga etanol mijeSa s benzinom u razli¢itim
omjerima, npr. E85 (85% etanola i 15% benzina), a takvo gorivo naziva se gashol. Druga
mogucénost je mijeSanje etanola s dizelom pri ¢emu nastaje tzv. oksi-dizel koji je obi¢no
mjesavina 80% dizel goriva, 10% etanola te 10% aditiva i sredstava za mijeSanje [8]. Mjesavine
bioetanola do E10 ve¢ se mogu koristiti u veéini konvencionalnih benzinskih motora bez
potrebe za njihovim izmjenama, a takvo gorivo ¢ak moze i poboljsati performanse motora. U
Tablici 1. prikazan je pregled razli¢itih vrsta bioetanola s obzirom na udio u smjesama s

benzinom te njihova uporaba.



Tablica 1. Cisti i mijesani bioetanol kao gorivo i njegova upotreba u razli¢itim zemljama [12]

Cisto/mije$ano ) )
) ) Opis Upotreba Zemlje
biogorivo
<15% v/v mjesavina Spanjolska, Italija,
ETBE ) .
u benzinu ) o | Njemacka, Francuska
Svi benzinski motori
5% v/v etanol u - o
ES ) Nije specificirano
benzinu
£10 10% v/v etanol u Svi benzinski motori Svedska, Kanada,
benzinu u SAD-u SAD, Brazil
22% v/v etanol u Svi benzinski motori _
E22 ) ) Brazil
benzinu u Brazilu
85% v/v etanol u Motori na fleksibilno ' .
E85 ) ) Brazil, SAD, Svedska
benzinu gorivo
95% v/v etanol u _ ) _
E9S ) Motori na prirodni .
benzinu i Svedska, Brazil
plin
E100 100% etanol
EtOH u dizelu + <15% v/v etanol u _ ) ) 5
o ) Dizelski motori Svedska, SAD
aditivi dizelu

lako se bioetanol uglavnom koristi kao gorivo ili dodatak gorivu u motornim vozilima,
moze se Koristiti i kao sirovina i izvor energije u kemijskoj industriji. Budu¢i da se vise od 95%
kemikalija koje sadrze ugljik proizvodi iz fosilnih izvora, jedina racionalna alternativa za
njihovu proizvodnju je uporaba biomase odnosno kemikalija koje se dobivaju iz biomase kao
S$to je bioetanol. Primjenom bioetanola u kemijskoj industriji dobivaju se produkti Cija je
vrijednost veca nego $to je to ona transportnog goriva. Tako se u kemijskoj industriji bioetanol
moze koristiti u proizvodnji vodika (kao goriva ili aditiva za gorivo), acetaldehida, etilena,
butadiena i octene kiseline [15].

Bioetanol se takoder moze Koristiti u proizvodnji bioplastike. Dehidratacijom
bioetanola na visokim temperaturama uz primjenu ¢vrstog katalizatora dolazi do nastanka

etilena, koji se koristi kao monomer u proizvodnji ,,zelenog” polietilena [16].




2. 1. 3. Ekoloska vaznost bioetanola

Kao §to je ve¢ spomenuto, pronalazenje alternativnih izvora fosilnih goriva izrazito je
bitno buduéi da koristenje fosilnih goriva znacajno pridonosi onec¢is¢enju okolisa. Uporaba
fosilnih goriva u prijevoznim sredstvima odgovorna je za vise od 70% ukupne svjetske emisije
ugljicnog monoksida (CO), 40% svih emisija dusSikovog oksida (NOx), 19% svih emisija
uglji¢nog dioksida (CO2) i 14% svih emisija staklenic¢kih plinova [11]. Stoga je jedna od
osnovnih prednosti uporabe bioetanola kao goriva smanjenje emisija stakleni¢kih plinova.
Razlog je tome Sto maseni udio Kisika u etanolu iznosi 35%, §to rezultira njegovim potpunim
izgaranjem u motorima. Predvida se kako bi se emisije stakleni¢kih plinova smanjile za oko
12% ukoliko bi vozila koristila bioetanol umjesto benzina [17]. Osim navedenog, bioetanol
ima nisku hlapljivost $to smanjuje stvaranje smoga. Takoder, njegovim izgaranjem nastaju
niske razine spojeva koji proizvode smog te je manje toksi¢an za ljude u odnosu na benzin [18].
Osim ekoloskog utjecaja fosilnih goriva, predvida se da ¢e se u sljede¢ih 40 - 50 godina
potrositi njihove rezerve ukoliko se nastave iscrpljivati danasnjom brzinom i aktualnim
tehnologijama. S druge strane, sirovine za proizvodnju bioetanola, a posebno ako se govori o
lignocelulozi, su obnovljive i lako dostupne u velikim koli¢inama.

Osim navedenih prednosti proizvodnje i koriStenja bioetanola, postoje i odredeni
izazovi povezani s njegovom proizvodnjom. Osnovni je problem povecéanje cijene hrane jer se
danas velike koli¢ine usjeva (npr. kukuruz, jecam...) upotrebljavaju kao sirovina za
proizvodnju bioetanola ¢ime se smanjuju koli¢ine dostupne za ljudsku prehranu, Sto
posljedi¢no rezultira rastom cijena usjeva. Osim toga, prenamjena zemljista za kultiviranje
sirovina za proizvodnju bioetanola moze rezultirati degradacijom zemljiSta, Suma, vodnih

resursa i ekosustava te povecanjem emisije staklenickih plinova [19].

2. 2. Lignocelulozna biomasa

Lignocelulozna biomasa najzastupljeniji je obnovljivi izvor organskog ugljika na
Zemlji. Dominantno ju ¢ine celuloza (33 — 40%), hemiceluloza (20 — 25%) i lignin (15 — 20%),
a zbog svoje cijene i dostupnosti smatra se jednom od najznacajnijih sirovina za proizvodnju
biogoriva. Najve¢im dijelom lignocelulozna biomasa nastaje kao otpad iz poljoprivrede,
prehrambene i drvne industrije (npr. trava, slama i drvo). lako obecavajuca, proizvodnja
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina jo$ uvijek nije komercijalizirana [9].

Za koristenje lignocelulozne sirovine u proizvodnji biogoriva potrebna je njezina

priprema koja obuhvaca tri faze: predobradu (predtretman), hidrolizu te, ukoliko je potrebno,



detoksifikaciju nastalih hidrolizata. Postupci predobrade koriste se kako bi se promijenio sastav
I struktura sirovine ¢ime se izdvaja lignin i modificira lignocelulozna struktura, hidrolizira
hemiceluloza, dekristalinizira celuloza i stvara povrsina dostupna enzimima. Osim enzima za
predobradu se mogu Koristiti i vodena para, organska otapala, kiseline, luzine, amonijak,
sumporov dioksid, ionske kapljevine, gama-zrake ili ultrazvuk [20]. Nakon predobrade
sirovine slijedi hidroliza strukturnih ugljikohidrata (saharifikacija), fermentacija hidrolizata, te
u konacnici izdvajanje i pro¢is¢avanja etanola. Hidroliza celuloze do fermentabilnih $ecera
najcesce se provodi enzimima izoliranim iz plijesni Trichoderma reesei i Aspergillus niger.
Budu¢i da pri procesu hidrolize moze do¢i do inhibicije produktima i meduproduktima
reakcije, nakon hidrolize se provodi istodobna saharifikacija i fermentacija. Opisani proces
dobivanja bioetanola iz lignocelulozne biomase prikazan je na Slici 2. Na slici je prikazan jos
jedan nacin dobivanja bioetanola, a to je njegova proizvodnja iz $ecernih i Skrobnih sirovina.
Proizvodnja bioetanola iz Secernih 1 $krobnih sirovina je ekonomski povoljnija od proizvodnje

iz lignocelulozne biomase stoga se ¢esc¢e primjenjuje [21].

Secer/Skrob lignocelulozna biomasa
hidroliza mljevenje i hidroliza uplinjavanje
e sintetski
Secer plin

. e ey

fermentacija pretvorba sintetskog plina fel'menta:::iz:mtetskog
separacija produkata EtOH separacija
BIOETANOL

Slika 2. Pojednostavljeni prikaz nacina proizvodnje bioetanola [12]



2. 2. 1. Pivski trop

Pivski trop je ¢vrsti nusprodukt pivske industrije koji se dobiva tijekom proizvodnje
sladovine neposredno prije fermentacije. Trop je lignocelulozni materijal koji sadrzi proteine,
vlakna, celulozne i necelulozne polisaharide (uglavnom hemiceluloze i lignin). Kemijski sastav
pivskog tropa varira ovisno o vrsti jeéma koji se koristi tijekom proizvodnje, vremenu Zetve
je¢ma i tehnoloskim operacijama koji se upotrebljavaju tijekom proizvodnje. Prilikom
proizvodnje 100 L piva, nastaje oko 20 kg tropa kao nusprodukta. Tijekom proizvodnje piva
nastaju velike koli¢ine nusprodukata Koji, ako se ne zbrinjavaju na pravilan nacin, predstavljaju
veliko ekolosko opterecenje. Zbog svog kemijskog sastava, pivski trop se smatra vrijednim
nusproduktom pivarske industrije koji ima veliki potencijal u dobivanju vrijednih produkata, a
izvor je celuloze, hemiceluloze, lignina, vlakna, proteina 1 vitamina. Danas se takoder koristi u
biotehnologiji kao sirovina za proizvodnju energije, bioplina, bioetanola i sli¢cnih proizvoda
[22, 23].

2. 3. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina je znatno skuplji proces u odnosu na
proces njegove proizvodnje iz Secernih i Skrobnih sirovina Sto ga c¢ini komercijalno
neisplativim. Uzroci neisplativosti su prije svega cijena sirovina, troSkovi transporta sirovina
do proizvodnog pogona te troskovi proizvodnje enzima koji se koriste pri hidrolizi
lignoceluloznog materijala. TroSkovi proizvodnje mogu se smanjiti uc¢inkovitim koristenjem
sirovine, povecanjem iskoristenja bioprocesa, u¢inkovitim izdvajanjem i proc¢is¢avanjem
bioetanola te koristenjem lignina za proizvodnju toplinske i elektricne energije. Kao $to je
prethodno navedeno, proizvodnja bioetanola iz lignoceluloze je slozen proces koji ukljucuje:
predobradu sirovine, detoksifikaciju, hidrolizu, proizvodnju bioetanola u bioreaktoru

(fermentaciju) te procese izdvajanja i pro¢is¢avanja bioetanola [20].

2. 3. 1. Priprema sirovine

Kako bi postupak proizvodnje bioetanola bio $to ucinkovitiji, potrebno je pripremiti
lignocelulozne sirovine za provedbu procesa. Cilj predobrade sirovina je smanjiti udio lignina
i hemiceluloze, kristali¢nost i stupanj polimerizacije lanaca celuloze te povecati strukturnu
poroznost sirovine. Predtretman mora rezultirati nastankom jednostavnijih Secera, povecati
sposobnost stvaranja Secera enzimskom hidrolizom, sprijeciti degradaciju 1 gubitak

ugljikohidrata, sprijeciti nastanak inhibiraju¢ih spojeva i biti ekonomican.



Metode predobrade lignocelulozne sirovine koje se koriste pri proizvodnji bioetanola se
dijele na:

— fizikalne (usitnjavanje, zracenje, piroliza, ekstruzija)

kemijske (ozonoliza, hidroliza, oksidativna delignifikacija, organosolv postupak)

fizikalno-kemijske (eksplozija vodenom parom, eksplozija vlakana s amonijakom,

eksplozija s CO2)

bioloSke metode (primjena celulolitickih enzima te gljiva bijelog i smedeg truljenja)
[21].

2. 3. 2. Hidroliza
Nakon predtretmana slijedi proces hidrolize kojim se iz celuloze i hemiceluloze
oslobadaju fermentabilni Seceri (pentoze i heksoze). Hidroliza se provodi u prisutnosti

katalizatora, odnosno razrijedenih, koncentriranih kiselina ili djelovanjem enzima.

2. 3. 2. 1. Hidroliza razrijedenom kiselinom

S obzirom na to da se hidrolizom celuloze brze stvaraju pentoze nego heksoze, proces
se odvija u dva stupnja. Prvi stupanj se provodi pri blazim reakcijskim uvjetima (0,7% vodena
otopina H2S0a, 190 °C) pri ¢emu dolazi do depolimerizacije hemicelulouze. Drugi stupanj se
provodi djelovanjem slabije kiseline na visoj temperaturi (0,4% vodena otopina H2SO4, 250
°C) pri ¢emu dolazi do hidrolize celuloze do heksoza. Prednost ovog postupka je veca brzina
reakcije, a nedostatci manji prinos glukoze te veli¢ina Cestica sirovine od svega nekoliko

milimetara koja je potrebna za ucinkovitu provedbu ovog procesa.

2. 3. 2. 2. Hidroliza koncentriranom kiselinom

Hidroliza koncentriranom sumpornom kiselinom omogucuje potpunu i brzu razgradnju
celuloze u glukozu, a hemiceluloze u pentoze. Vrijeme hidrolize je duZe u usporedbi s
postupkom hidrolize razrijedenom kiselinom (trajanje 2 - 4 h), a postupak se provodi na
temperaturi od 140 - 150 °C i sa 70% vodenom otopinom sumporne kiseline. Na kraju procesa
potrebno je izdvojiti i regenerirati kKiselinu koja se vrac¢a u proces. Prije procesa fermentacije,
smjesa Secera se mora neutralizirani dodatkom Ca(OH)2 pri c¢emu dolazi do nastanka taloga
CaS04-2H20 koji se izdvaja filtracijom. Prednost ovog procesa je veéi prinos glukoze u odnosu

na hidrolizu razrijedenom kiselinom, ali je nedostatak korozivno djelovanje koncentrirane



sumporne kiseline zbog ¢ega reaktori u kojim se provodi hidroliza moraju biti izradeni od

skupljih, korozivno otpornih materijala [24].

2. 3. 2. 3. Enzimska hidroliza

Hidroliza hemiceluloze do fermentabilnih Se€era se najceS¢e provodi djelovanjem
enzima pri ¢emu se celuloliticki enzimi (izolirani iz plijesni Trichoderma reesei i Aspergillus
niger) Kkoriste za hidrolizu celuloze, a hemicelulaze za hidrolizu hemiceluloze. Stupanj
hidrolize sirovine povecava se proporcionalno s koncentracijom primijenjenih celulolitickih
enzima, ali istovremeno rastu i troSkovi ovog procesa. Kako bi proces hidrolize bio ekonomski
isplativ potrebno je odrediti optimalnu koncentraciju enzima za njegovu provedbu [20].

Lignocelulozna sirovina se podvrgava procesu predobrade koji prethodi enzimskoj
hidrolizi zbog toga $to je inace stupanj iskoriStenja reakcije vrlo malen. Razlog je u sloju lignina
I hemiceluloze koji prekrivaju celulozu i time onemogucuju vezanje lignina na aktivho mjesto
enzima. Takoder, celuloza je najve¢im dijelom u kristalicnom obliku koju celulaze sporije
hidroliziraju u odnosu na amorfnu celulozu [21].

Prednosti ovog procesa su blagi reakcijski uvjeti (pH 4,8 i temperatura 45 — 50 °C) te
visoki prinos Secera, a za razliku od procesa koji se provode djelovanjem kiseline, ne postoje

posebni zahtjevi za materijale od kojih su izradeni reaktori u kojima se hidroliza provodi [24].

2. 3. 3. Fermentacija

Proizvodnja etanola iz Secera i1 Skroba jedan je od najstarijih biotehnoloskih procesa, a
taj proces se koristi i danas za dobivanje 80% svjetske proizvodnje biogoriva. Fermentacija
Secera u etanol pomocu kvasca rezultat je djelovanja enzima koji pretvaraju 1 mol glukoze u 2
mola etanola i 2 mola ugljikovog dioksida prema sljedec¢oj jednadzbi kemijske reakcije
(Jednadzba 1):

CsH1206 = 2 C2HsOH + 2 CO2 (1)

Stehiometrija ove reakcije predstavlja najveéi teorijski prinos etanola od 0,511 g po
gramu glukoze [25]. U industriji su prinosi u rasponu izmedu 90 - 95% maksimalnog teorijskog
prinosa zato $to se dio ugljika troSi na stvaranje nusprodukata poput glicerola, organskih
kiselina 1 viSih alkohola, a moze do¢i i do kontaminacije zbog prisutnosti bakterija mlije¢ne i

octene kiseline koje usporavaju rast kvasca [22].
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Pojednostavljeni proces alkoholne fermentacije prikazan je na Slici 3. U prvom stupnju
reakcije glukoza se prevodi u piruvat (Embden Meyerhof Parnasov put ili glikoliza) $to se moze

prikazati sljede¢om jednadzbom kemijske reakcije (Jednadzba 2):

CeH1206 + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD" = 2 C3H403 + 2 ATP + 2 NADH + 2H" + 2 H20 (2)

Nastali piruvat se pomoc¢u enzima piruvat dekarboksilaze prevodi do acetaldehida uz
oslobadanje COz2, a acetaldehid se potom reducira u etanol enzimom alkohol dehidrogenaza.
Na kraju reakcije dolazi do regeneracije NAD" koja je neophodna za odrzavanje redoks

ravnoteze 1 sprjeCavanje zastoja glikolize.

Glukoza
2ADP D i C 2NAD™
2ATP 1 O)NADH
Piruvat
Acetaldehid + CO»
ONAD
Etanol 2NAD

Slika 3. Pojednostavljeni prikaz alkoholne fermentacije

Tipicni parametri koji se prate tijekom fermentacije su: opticka gustoca kvasca,
potro$nja Secera, pH, temperatura, stupanj pjenjenja i koncentracija nastalog etanola. Od
posebne su vaznosti izra¢uni koli¢ine alkohola, u¢inkovitosti pretvorbe Secera u etanol i odnos

izmedu pocetne koncentracije Secera i kona¢nog prinosa etanola [27].
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2. 3. 3. 1. Kvasci odgovorni za fermentaciju bioetanola

Jedan od najvaznijih koraka u procesu proizvodnje bioetanola je odabir optimalnog
mikroorganizma za provedbu procesa. Odabrani mikroorganizam mora imati veliku
produktivnost, toleranciju na visoke koli¢ine nastalog etanola, velik prinos etanola, sposobnost
pretvorbe vise razli¢itih Secera 1 otpornost na prisutne inhibitore. Takoder, pozeljni su
organizmi otporni na visoke temperature kako bi se izbjegla kontaminacija drugim
mikroorganizmima poveéanjem temperature fermentacije zbog ¢ega nije potrebna sterilizacija
sirovine i opreme, a sam proces postaje ekonomski isplativiji [5]. Za proizvodnju bioetanola se
mogu Koristiti razni mikroorganizmi poput bakterija i kvasaca koji se isti¢u velikom
specifiécnom brzinom rasta, u¢inkovitom represijom glukozom, tolerancijom na okoli$ni stres i
ucinkovitom proizvodnjom etanola [28]. Kvasci se najvise koriste u proizvodnji zbog visokog
iskoriStenja etanola (>90% teoretskog prinosa), toleranciji na etanol (>40 g/L), a uz to rastu u
jednostavnim i jeftinim medijima [4]. Gotovo sva svjetska proizvodnja bioetanola provodi se
pomocu kvasca Saccharomyces cerevisiae [29].

S. cerevisiae (Slika 4.), koji se jo$ naziva i pekarski ili vinski kvasac, predstavlja najvise
proucavanu vrstu kvasaca 1 najkoristeniji kvasac u modernim industrijskim procesima. Pripada
koljenu Ascomycota i prvi je eukariot ¢iji je cijeli genom sekvenciran te predstavlja “modelni
kvasac” za istrazivanje drugih kvasaca [18, 19].

S. cerevisiae je heterotrof tj. za rast su mu potrebni ugljikohidrati koje uzima iz
organskih tvari. Najbolje raste pri blagim temperaturama u rasponu 25 — 40 °C i posjeduje
sposobnost prilagodbe razli¢itim koncentracijama kisika u okolini. Pri ve¢im koncentracijama
kisika respiratorni enzimi pretvaraju Secer u CO, Hz i O2 kao i meduprodukte potrebne za rast
stanicne biomase. Pri niskim koncentracijama kisika smanjuje se aktivnost respiratornih
enzima i dolazi do fermentacije pri cemu se Secer koristi za energiju, a kao nusprodukt nastaje
etanol [29]. S. cerevisiae se primjenjuje za proizvodnju etanola zbog visokog prinosa Koji
iznosi izmedu 0,45 — 0,50 Qetanol/Qglukoza, Visoke produktivnosti od 2 - 5 g/(L-h) te mogucnosti
rasta pri visokim koncentracijama Secera i etanola [26]. Takoder, prednost S. cerevisiae je
Siroki raspon pH-vrijednosti koje podnosi $§to smanjuje mogucnost kontaminacije [4].
Nedostatak koriStenja S. cerevisiae za proizvodnju bioetanola je nemoguénost rasta na
pentozama, laktozi i polisaharidima zbog toga $to njegov metabolizam ne stvara odgovarajuce
enzime, a pentofosfatni put ne radi u¢inkovito. Zbog toga se sve vise istrazuju mikroorganizmi
s mogucénosc¢u fermentacije tih spojeva (kvasci Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces
lactis, rodovi Candida i Pichia) [28], a nedavno su stvoreni rekombinantni sojevi S. cerevisiae

sposobni za fermentaciju pentoznih Secera [31].
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.
Slika 4. Mikroskopska fotografija Saccharomyces cerevisiae [32]

Druge vrste kvasaca iz roda Saccharomyces fermentiraju sli¢ne supstrate i imaju sli¢nu
ucinkovitost proizvodnje bioetanola, ali na kvascu S. cerevisiae ostaje primarni fokus

istraZivanja za proizvodnju bioetanola [33].

2. 3. 1. 2. Ne-Saccharomyces kvasci (nekonvencionalni kvasci)

Nekonvencionalni kvasci (Tablica 2.) predstavljaju ogroman, ali slabo iskoristeni resurs
bioraznolikosti kvasaca. Mnogi od njih pokazuju industrijski pozeljne osobine kao §to su
sposobnost koriStenja slozenih supstrata kao hranjivih tvari i toleranciju na inhibitore
fermentacije te okoli$ni stres (osmotski stres, stres etanola, toplinski stres i razli¢ita naprezanja
inhibitora fermentacije). Nekonvencionalni kvasci razvili su specificne mehanizme za
prezivljavanje u ekstremnim uvjetima, a pretpostavlja se da posjeduju jedinstvene mehanizme
koji nisu prisutni u S. cerevisiae te se stoga sve ¢eSce istrazuju njihove osobine s ciljem

industrijske primjene [5].
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Tablica 2. Pregled nekonvencionalnih kvasaca koristenih pri proizvodnji bioetanola [27]

Vrsta Karakteristike Nedostaci

Pichia stipitis, Candida | Sposobni fermentirati pentoze | Nemaju  posebno  visoku
shehatae, Kluyveromyces | (npr. ksilozu, arabinozu) u | toleranciju na etanol, potrebna
marxianus, Pachysolen | etanol znaCajna eksploatacija prije

tannophilus industrijske primjene

Hansenula polymorpha | Sposoban fermentirati ksilozu | Nije ispitan u industrijskoj

pri visokoj temperaturi proizvodnji

Dekkera bruxellensis Divlji kvasac za koji se | Nije komercijaliziran, potrebna

pretpostavlja da je otporan na | su daljnja istraZivanja prije

stresne uvjete eksploatacije i industrijske
primjene
Candida krusei Proizvodi niske koncentracije | Nije komercijaliziran, potrebna
sekundarnih metabolita su daljnja istrazivanja prije
eksploatacije i industrijske
primjene

Osim kvasaca, veliki broj bakterija ima moguénost proizvodnje etanola, ali ih ve¢ina
proizvodi i nusprodukte poput butanola, octene kiseline, mravlje kiseline, glicerola, acetona,
metana i izopropilnog alkohola. Veéina bakterija koje proizvode etanol kao glavni proizvod
pripadaju rodovima Clostridium, Zymomonas, Sarcina, Leuconostoc i Klebsiella [5].

Kvasac Kluyveromyces marxianus vazan je s industrijskog stajaliSta budu¢i da njegova
termotolerancija omogucuje rast pri temperaturama do 52 °C te fermentaciju pri temperaturama
iznad 40 °C. Navedeno svojstvo dovodi do smanjenja troskova hladenja tijekom fermentacije
te rizika od kontaminacije, pojednostavljuje se uklanjanje etanola sto predstavlja prednost kod
simultane enzimske saharifikacije i fermentacije. Problem pri koriStenju ovog kvasca
predstavlja prevodenje ksiloze u ksilitol, a ne u etanol, $to negativno utjee na ekonomicnost
procesa proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina. Kvasac Pichia stipitis jedan je od
rijetkih kvasaca koji mogu fermentirati ksilozu, stoga je takoder bitan s industrijskog gledista.
Neki sojevi ovog kvasca proizvode 6 g/L etanola sto je 67% teorijskog prinosa etanola nakon
10 dana u primijenjenoj hranjivoj podlozi sa 2% ksiloze. Brzine potroSnje Se¢era u ovom
kvascu manje su nego u S. cerevisiae, stoga je za veci prinos etanola potrebno optimirati sastav

hranjive podloge ili primijeniti geneticke modifikacije [26].
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3. Eksperimentalni dio

U svrhu razvoja procesa proizvodnje bioetanola iz hidrolizata pivskog tropa ispitano je
sedam kvasaca. U seriji Sarznih pokusa s odabranim kvascima pri istoj pocetnoj koncentraciji
glukoze, a na temelju pokazatelja uspjesSnosti bioprocesa (brzina reakcije, prinos, konverzija,
iskoriStenje itd.) odabran je najbolji kvasac za daljnju provedbu procesa. S odabranim tipom
kvasca nadalje je ispitan utjecaj pocetne koncentracije Secera na proizvodnju bioetanola kao i
dvije razli¢ita nacina provedbe procesa: Sarzni proces i Sarzni proces s dotokom supstrata. Pri
optimalnim uvjetima i s odabranim kvascem proveden je proces fermentacije hidrolizata

pivskog tropa.

3. 1. Materijali
3. 1. 1. Kemikalije
Za provedbu eksperimenta koristene su sljedece kemikalije:
— 3,5-dinitrosalicinska kiselina, Fluka, Kina
— aktivni ugljen, Lach-Ner, Ceska
— amonijev sulfat, Kemika, Hrvatska
— D(+)-glukoza, Gram mol, Hrvatska
— detergent heksadecil-trimetil-amonijev bromid (CTAB), Sigma Aldrich, Austrija
— di-amonijev hidrogenfosfat, Fluka, Kina
— di-natrijev hidrogenfosfat, VWR Chemicals, Ujedinjeno Kraljevstvo
— etanol, Gram mol, Hrvatska
— glukoza GOD-PAP test, Greiner Diagnostic GmbH, Njemacka
— glukoza PA test, Dijagnostika, Hrvatska
— kalcijev hidroksid, Gram Mol, Hrvatska
— kalijev-natrijev-tartarat-tetrahidrat, Kemika, Hrvatska
— krumpirov agar (PDA), Biolife, Italija
— kvascev ekstrakt, Liofilchem, Italija
— natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, Merck, Njemacka

— natrijev hidroksid, Gram Mol, Hrvatska

Kvasci koristeni u ovom istrazivanju kupljeni su lokalnoj trgovini i specijaliziranoj
tvrtki za prodaju sirovina u pivskoj industriji (Beershop j.d.o.o., Hrvatska), a navedeni su u
Tablici 3.
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Tablica 3. Kvasci koristeni u istrazivanju

Naziv Vrsta Proizvodacd Namjena
Suhi kvasac Saccharomyces Podravka d.d. Povecavanje
cerevisiae volumena tijesta
Vinski kvasac Saccharomyces Pa-vin d.o.0. Provodenje
cerevisiae var. alkoholne
bayanus fermentacije
Instant kvasac Saccharomyces Lidl Stiftung & Co. | Povecavanje
cerevisiae KG volumena tijesta
Svjezi kvasac Saccharomyces Lesaffre Adriatic Povecavanje
cerevisiae d.o.o. volumena tijesta
Bavarian Lager Saccharomyces Mangrove Jack's, Izrada piva
yeast M76 cerevisiae + Bevie Handcraft NZ
Saccharomyces Limited
pastorianus
Belgian Ale M41 Saccharomyces Mangrove Jack's, Izrada piva
cerevisiae Bevie Handcraft NZ
diastaticus Limited
Cider yeast M02 Saccharomyces Mangrove Jack's, Izrada jabu¢nog vina
bayanus Bevie Handcraft NZ
Limited

Za hidrolizu pivskog tropa koristena je Cista kultura gljive Thermomyces lanuginosus
koja je dobivena iz Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH, Njemacka. Kultura je ¢uvana pri 4 °C na prethodno pripremljenom

krumpirovom agaru, a precjepljivanje je provodeno svaka 2 tjedna u sterilnim uvjetima.

3.1. 2. Oprema

Za provedbu eksperimenta koristena je sljedeca oprema:

— centrifuga, Universal 320 R, Hettich, SAD

— inkubator, BINDER GmbH, KB 115, Njemacka

— kapljevinski kromatrograf ultravisoke djelotvornosti (Agilent Technologies 1290
Infinity 1I, Santa Clara, SAD) s pumpom (G7104A 1290 Flexible Pump), injektorom
(G7129B 1290 Vialsampler, analitickom kolonom (Rezex ROA-Organic Acid H+,
Phenomenex) dimenzija 150-7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektorom
indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnim programom za kromatografiju
(OpenLAB CDS).

— laboratorijska tresilica, Crux d.o.o., Hrvatska

— magnetska mijesalica, MS-3000, Biosan, Latvija

— magnetska mijesalica, Rotamix S-10, Tehtnica, Slovenija
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— pH-metar Lab 860, Schott Instruments, Njemacka

— plinski kromatograf (Shimadzu GC-2014, Japan) s FID detektorom i Zebron ZB-Wax
GC kapilarnom kolonom (duzina 30 m, ID 0,53 mm i debljina filma 1,00 um,
Phenomenex, SAD)

— pumpa, Harvard PHD 4400 Programmable, Harvard Apparatus, Inc, SAD

— spektrofotometar, UV-1601, Shimadzu, Japan

— sterilizator, Sutjeska, Srbija

— vodena kupelj, Thermomix 1420, Braun, Njemacka

3. 2. Metode
3. 2. 1. Priprema reakcijskog pufera

Natrij-natrij (Na-Na) fosfatni pufer (c = 0,1 mol/L) pH 5,8 priprema se mijesanjem 0,1
mol/L  vodenih otopina natrijevog dihidrogenfosfata monohidrata 1 di-natrijevog
hidrogenfosfata. Otopina natrijevog dihidrogenfosfata monohidrata priprema se dodavanjem
6,89 g soli natrijevog dihidrogenfosfata monohidrata u 500 mL ultraciste vode, a otopina di-
natrijevog hidrogenfosfata otapanjem 1,42 g soli u 100 mL ultraciste vode. Nakon potpunog
otapanja komponenti, ovako dobivene otopine pomijeSane su u potrebnim omjerima do

postizanja Zeljene pH-vrijednosti.

3. 2. 2. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih Secera
3.2.2. 1. Priprema DNS reagensa

U odmjernoj tikvici volumena 200 mL postepenim otapanjem otopljeno je 4,36 g 3,5-
dinitrosalicinske kiselinu u 160 mL otopine natrijeva hidroksida koncentracije 0,5 mol/L.
Otapanje se provodi uz konstantno mijesanje u vodenoj kupelji na 70 °C. Nakon potpunog
otapanja 3,5-dinitrosalicinske kiseline, postepeno se dodaje 60 g kalijeva natrijeva tartarata
tetrahidrata uz konstanto mijeSanje u vodenoj kupelji na 70 °C. Nakon potpunog otapanja
dobiveni DNS reagens se hladi na sobnoj temperaturi (25 °C) te nadopuni destiliranom vodom

do oznake. DNS reagens je potrebno ¢uvati u tamnoj boci [34].
3. 2. 2. 2. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih Secera

Za odredivanje koncentracije ukupnih Secera u uzorku potrebno je izraditi bazdarni

dijagram za glukozu.

17



Za izradu bazdarnog dijagrama (Prilog 1.) koriStena je standardna otopina glukoze
koncentracije ¢ = 5,550 mmol/L koja se razrijedi u Eppendorf vialicama na Sest otopina
koncentracija u rasponu 0,173 — 5,550 mmol/L. U epruvetu se dodaje 1,5 mL DNS reagensa,
0,5 mL otopine glukoze i 0,5 mL destilirane vode. Smjesa se zagrijava 15 minuta u vodenoj
kupelji na 100 °C te se zatim hladi u hladnoj vodenoj kupelji na sobnoj temperaturi (25 °C) 15
minuta. Nakon §to se uzorak ohladio, mjeri mu se apsorbancija na valnoj duljini 575 nm.

Bazdarni dijagram predstavlja ovisnost apsorbancije o poznatoj koncentraciji glukoze [35].

3. 2. 3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije glukoze

Najcesce koristena metoda za odredivanje koncentracije glukoze je enzimska GOD-
PAP kolorimetrijska metoda ¢iji je princip prikazan Jednadzbama 3 i 4. Enzim glukoza-
oksidaza (GOD) katalizira oksidaciju glukoze u glukonsku kiselinu, a pritom se oslobada
vodikov peroksid. Potom enzim glukoza-oksidaza reagira s 4-hidroksibenzoatom i 4-amino-

fenazonom (PAP) u prisutnosti peroksidaze pri ¢emu nastaje crveno obojeni kinonimin ¢iji je

intenzitet obojenja proporcionalan koncentraciji glukoze prisutne u uzorku [36].

GOD
Glukoza + O2 + H2O — glukonska kiselina + H202 (€))
POD
H202 + fenol + 4-aminoantipirin — kinonimin + 4 H20 4)

3. 2. 3. 1. Priprema radnog reagensa za odredivanje koncentracije glukoze
Za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije glukoze u uzorku potrebno je
pripremiti radni reagens koristenjem:
— R1 reagens: otopina 4-aminoantipirina (PAP), ¢ = 0,40 mmol/L, glukoza-
oksidaza (GOD) > 300 kat/L, peroksidaza (POD) > 17 kat/L
— R2 pufer: fosfatni pufer, pH 7,40, ¢ = 100 mmol/L; otopina fenola, ¢ = 10
mmol/L

Radni reagens se pripremi na nac¢in da se R1 reagens otopi u puferu R2.

3. 2. 3. 2. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije glukoze
Koncentracija glukoze u uzorku odreduje se spektrofotometrijski pri apsorbanciji od

500 nm na temelju intenziteta obojenja otopine. Za izradu bazdarnog dijagrama koristena je

standardna otopina glukoze koncentracije ¢ = 5,550 mmol/L koja se razrijedi u Eppendorf

vialicama na Sest otopina koncentracija u rasponu 0,173 — 5,550 mmol/L. Mijerenje se
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provodilo na naéin da se u prazne plasti¢ne kivete dodalo 1 mL radnog reagensai 10 uL uzorka.
Smjesa se potom homogenizira i ostavi 20 minuta na 25 °C. Nakon to¢no 20 min
spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija na valnoj duljini A = 500 nm. Svi uzorci su
analizirani u tri paralelne probe. Slijepa proba umjesto 10 pL uzorka sadrzi istu koli¢inu
reakcijskog pufera. Nepoznata koncentracija glukoze u uzorku se odreduje pomocu dobivenog

bazdarnog dijagrama (Prilog 2.).

3. 2. 4. Odredivanje sastava lignoceluloznog materijala nakon hidrolize

Sastav lignoceluloznog materijala odreden je kapljevinskom kromatografijom
ultravisoke djelotvornosti (UPLC). Za pripremu uzorka uzeto je 750 uL supernatanta uzorka u
kojega je dodano 750 uL 10%-tne otopine ZnSO4 koja veze proteine i neCistoce nastale tijekom
procesa. Sadrzaj se homogenizira i ostavi 20 min na 25°C. Potom se uzorci centrifugiraju na
13500 o/min tijekom 5 min pri 25 °C. 1,5 mL nastalog supernatanta se potom filtrira kroz
mikrobioloski filter (0,2 um, Sartorius) u staklenu vijalu te se tako pripremljen uzorak koristio
za UPLC analizu. Kao mobilna faza koristena je 0,0025 mol/L otopina sumporne kiseline.
Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10 pL, a protok mobilne faze 0,6 mL/min.
Temperatura kolone iznosila je 60 °C. Dobiveni kromatogrami analizirani su programom
OpenLab CDS (Agilent, SAD). Iz dobivenih kromatograma izracunata je koncentracija tvari

pomocu bazdarnih pravaca (Prilog 3.).

3. 2. 5. Odredivanje koncentracije etanola

Koncentracija etanola odredivana je plinskim kromatografom opremljenim s plameno-
ionizacijskim detektorom, koristenjem plina dusika kao nosioca, na polarnoj koloni ZB-WAX
(=30 m; ID =0,53 mm; df = 1 um). Temperatura injektora i detektora bila je 240 °C. Kolona
se grijala 1 min na temperaturi 50 °C, nakon ¢ega Se zagrijavala na 125 °C tijekom 6 minuta.

Prije analize na plinskom kromatografu svaki uzorak je filtriran kako bi se uklonile
stanice i enzimi (Filter Chromafil Xtra PA-20/25; 0,2 um, 25 mm, Macherey-Nagel GmbH
CoKG, Njemacka).

Vrijeme zadrZavanja etanola bilo je 1,73 min. Na temelju dobivenog bazdarnog pravca
zaetanol (Prilog 4.) odredivana je koncentracija u nepoznatom uzorku. Svi uzorci su analizirani

u tri paralelna mjerenja.
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3. 2. 6. Odredivanje koncentracije kvasaca

Koncentracija kvasca u uzorku mjerena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini A =
600 nm (ODsoo) [35, 36, 37]. Uzorke stanica kvasca bilo je potrebno razrijediti prije mjerenja
kako bi izmjerena apsorbancija bila < 1,0. Prije samog odredivanja koncentracije kvasaca
napravljen je bazdarni dijagram mjerenjem apsorbancije suspenzija poznatih koncentracija
kvasaca (npr. y = (ODeoo- 0,4955)/0,6849)).

3. 2. 7. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u $arznom reaktoru V = 50 mL
Preliminarna ispitivanja procesa fermentacije provedena su u anaerobnim uvjetima
koriStenjem sedam razlicitih kvasaca (Tablica 3.) pri ¢emu je pocetna koncentracija kvasaca
bila y = 1 g/L. Hranjiva podloga koja je koristena za provedbu fermentacije sadrzavala je 0,1
mol/L Na-Na fosfatnog pufera (pH = 5,8), glukozu (y = 1 g/L), kvasc¢ev ekstrakt (y = 1,5 g/L)
te soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L). Nakon sterilizacije podloge i
hladenja, reakcija je zapoceta dodatkom 0,01 g kvasaca u hranjivu podlogu volumena 10 mL.
Proces je proveden anaerobno na laboratorijskoj tresilici pri 30 °C i 100 o/min. U vremenskim
intervalima od 30 min uzimani su uzorci iz reaktora u kojima su nakon filtracije (CHROMAFIL
Xtra PTFE-45/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) odredene koncentracije glukoze

i etanola.

3. 2. 8. Fermentacija s permeabiliziranim stanicama kvasca u $arZznom reaktoru V = 50
mL

Za provedbu procesa proizvodnje bioetanola s permeabiliziranim stanicama kvasca bilo
je potrebno prvo pripremiti permeabilizirane stanice. Za permeabilizaciju stanica kvasca
koriStena je 0,2 % otopina detergenta heksadecil-trimetil-amonijevog bromida (CTAB), a
stanice su permebilizane tako da je 0,01 g stanica kvasca pomijeSano s 1 mL otopine detergenta
na homogenizatoru tijekom 15 minuta. Stanice kvasca su potom centrifugirane (4500 o/min,
15 min), a detergent iznad njih dekantiran. Kvasac je potom ispran s 0,1 mol/L Na-Na fosfatnim
puferom pH 5,8 kako bi se uklonio visak detergenta. Postupak ispiranja detergenta ponovljen
je tri puta. Stanice kvasca su po zavrSetku ispiranja resuspendirane u 1 mL 0,1 mol/L Na-Na
fosfatnom puferu pH 5,8. Tako pripremljene stanice kvasca dodane su u sterilnu hranjivu
podlogu koja je pripremljena otapanjem 0,01 g glukoze u 9 mL 0,1 mol/L Na-Na fosfatnog
pufera pH 5,8. Proces je proveden anaerobno na laboratorijskoj tresilici pri 30 °C i 100 o/min.

U vremenskim intervalima od 30 min uzimani su uzorci iz reaktora u kojima su nakon filtracije
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(CHROMAFIL Xtra PTFE-45/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) odredene

koncentracije glukoze i etanola.

3. 2. 9. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u $arznom reaktoru V = 250 mL

Kako bi se ispitao utjecaj pocetne koncentracije Sefera na proizvodnju bioetanola,
fermentacija je provedena koristenjem sterilne podloge sastava: 0,1 mol/L Na-Na fosfatni pufer
(pH = 5,8), kvascev ekstrakt (y = 1,5 g/L), soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SOa4 (y = 1,0
g/L) te glukoza razli¢itih pocetnih koncentracija: y =5 g/L, y = 10 g/L i y = 50 g/L. Hranjive
podloge su sterilizirane te ohladene. Reakcija je provedena reaktoru volumena 200 mL, pri 30
°C i 100 o/min na laboratorijskoj tresilici s dva tipa kvasca koji su u preliminarnim

istrazivanjima proizveli najviSe etanola (Slika 5.).

F g g i
Slika 5. Provedba reakcije fermentacije u Erlenmeyer tikvicama

3.2.10. Fermentacija s cijelim stanicama kvasca u $arznom reaktoru s dotokom supstrata
Proces fermentacije u Sarznom reaktoru s dotokom supstrata proveden je u reaktoru
prikazanom na Slici 6. Sustav se sastoji od reaktora postavljenog na magnetnoj mijesalici,

vodene kupelji te klipne pumpe kojom je osiguran kontinuirani dotok svjezeg supstrata u
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reaktor. Masena koncentracija i protok glukoze u dotoku izracunati su na temelju brzine
potro$nje glukoze iz pokusa provedenih u Sarznom reaktoru te su iznosili: 200 g/L i 21 pL/min
te 42 uL./min. Pocetni volumen hranjive podloge u reaktoru je iznosio 0,5 L, a podloga je bila
sljedeceg sastava: 0,1 mol/L Na-Na fosfatni pufer (pH = 5,8), glukoza (y = 5 g/L), kvascev
ekstrakt (y = 1,5 g/L) te soli (NH4)2HPOa4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L). Podloga je
sterilizirana, ohladena te je u nju dodan kvasac (y = 1,0 g/L) ¢ime je aproksimiran pocetak
provedbe procesa.

Uzorci reakcijske smjese uzimani su sterilno u prethodno definiranim vremenskim
intervalima te su u uzorcima odredene koncentracije glukoze, biomase i etanola. Uzorak se
uzimao sterilno pomocu sterilne petlje prikazane na Slici 7. Kada je koncentracija glukoze pala
na 2,5 g/LL (polovica pocetne vrijednosti) zapocet je kontinuirani dotok svjezeg supstrata.

Fermentacija je prekinuta u trenutku kada su vrijednosti koncentracije biomase pocele
padati (stanice kvasca su pocele odumirati) $to je za posljedicu imalo porast koncentracije

glukoze.

HARVARD

Slika 6. Aparatura za provedbu reakcije fermentacije u Sarznom reaktoru s dotokom supstrata
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Slika 7. Aparatura za sterilno uzimanje uzorka reakcijske smjese iz reaktora

3. 2. 11. Provedba procesa fermentacije koristenjem enzimskog i kiselinskog hidrolizata
pivskog tropa
3. 2.11. 1. Enzimska hidroliza pivskog tropa

Enzimska hidroliza pivskog tropa provedena je pomocéu gljive Thermomyces
lanuginosus uzgojene na hranjivoj podlozi koja je sadrzavala krumpirov agar (PDA) i ekstrakt
kvasca. Podloga je sterilizirana na temperaturi 121 °C, a sterilizacija je trajala 20 minuta. Uzgoj
je trajao 10 dana na 45 °C, a proveden je u inkubatoru.

Uzorci pivskog tropa prikupljeni su iz Osjecke pivovare, a nakon prikupljanja pivski
trop je osusen na 60 °C te je skladisten na sobnoj temperaturi. 30 g pivskog tropa pomijesano
je s 55 mL destilirane vode u laboratorijskim staklenkama od 720 mL. Tako pripremljen uzorak
je steriliziran na temperaturi 121 °C u trajanju od 15 min. Nakon hladenja na sobnu temperaturu
(25 °C) supstrat je inokuliran s pet micelijskih ¢epova (promjera 1 cm) suspendiranih u 5 mL
sterilne destilirane vode. Nakon inokulacije, enzimska hidroliza lignoceluloze provedena je na
45 °C tijekom 7 dana u inkubatoru [37].

Ekstrakcija bioloski obradenog pivskog tropa provedena je u destiliranoj vodi u omjeru
kruto:kapljevito 1:7. Ekstrakcija je provedena na 25 °C tijekom 1 h i 200 o/min na
laboratorijskoj tresilici. Nakon ekstrakcije uzorci su profiltrirani vakuum filtracijom i
sterilizirani na 121 °C tijekom 15 min. Prije i nakon sterilizacije odreden je sastav dobivenih
hidrolizata na UPLC-u.
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3. 2. 11. 2. Kiselinska hidroliza pivskog tropa

Izvagano je 1 kg suhe tvari pivskog tropa koja je prebacena u visokotlacni reaktor. U
reaktor je dodatno 10 L vodene otopine 0,5% H2SO4. Kiselinska hidroliza provedena je pri 180
°C tijekom 10 minuta. Nakon obrade odvojeno je 6,8 L kiselinskog hidrolizata pivskog tropa
(kapljevita faza) i 170 g nehidroliziranog ostatka pivskog tropa (Cvrsta faza). Kapljevita faza
je ohladena, centrifugirana na 5000 o/min tijekom 30 min te je izdvojen supernatant.

Iz hidrolizata pivskog tropa uzeto je 800 mL kapljevine koja je centrifugirana dodatno
na 5000 o/min tijekom 10 min. Nakon centrifugiranja supernatant je podijeljen na Cetiri dijela,
svaki volumena 200 mL. Jedan dio tretiran je s NaOH kako bi se postigao pH 5,8 buduc¢i da je
pocetni pH iznosio 1,9, dok je drugi dio tretiran dodatkom Ca(OH)2 do postizanja iste pH
vrijednosti. Hidrolizat tretiran Ca(OH)2 je potom centrifugiran 10 minuta kako bi se uklonio
nastali talog.

Preostalih 400 mL je prije tretmana s NaOH i Ca(OH)2 dodatno obradeno s 18 g/L
aktivnog ugljena kako bi se uklonili inhibitori te je otopina mijesana tijekom 1 h. Aktivni ugljen
je potom uklonjen vakuum-filtracijom na Biichnerovom lijevku. Dobivena otopina je
podijeljena na dva jednaka dijela volumena od 200 mL. Jedna polovica je tretirana s NaOH

dok je druga obradena s Ca(OH)2 kako bi se postigao pH 5,8.

3. 2. 11. 3. Fermentacija hidrolizata pivskog tropa

U razli¢ito pripremljene hidrolizate pivskog tropa dodan je kvascev ekstrakt (y = 1,5
g/L) te soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L). Uzorci su sterilizirani na
temperaturi 121 °C u trajanju od 15 min.

Fermentacija je pocela dodatkom kvasca u $arzni reaktor volumena 200 mL. Proces je
provedene pri temperaturi 30 °C, a smjesa je mijeSana na laboratorijskoj tresilici pri 200 o/min.
U prethodno definiranim vremenskim intervalima pra¢ene su koncentracije ukupnih Secera,

glukoze, etanola i kvasaca na temelju kojih su izra¢unati pokazatelji uspjesnosti bioprocesa.

3. 2.12. Odredivanje uspjesnosti bioprocesa

U ovom istrazivanju koriSteni su sljede¢i pokazatelji bioprocesa kako bi se pratila njegova
uspjesnost:

— Prinos produkta (Ye ) (Jednadzba 5):
Yo = ¥p, kon — VP, pot (5)
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Koeficijent iskoriStenja biomase na supstratu (Yxss) (Jednadzba 6):

VX, kon—¥X, pot
YX — on poc (6)
S ¥s, po¢~Ys, kon

Koeficijent iskoristenja produkta na supstratu (Yess) (Jednadzba 7):

Yp=—"2— (7)

5 Ys, po¢~Ys, kon

Ucinkovitost bioprocesa (E) (Jednadzba 8):
— _Yess | 100% (8)

T 0,51145

Produktivnost bioprocesa (Pr) (Jednadzba 9):
pr=" 9)

t

3. 2. 13. Matemati¢ki model procesa proizvodnje bioetanola — reaktorski i kineti¢ki
modeli
3.2.13. 1. Sarzni reaktor

Sarzni ili kotlasti reaktor je tip reaktora koji se dominantno koristi u procesnoj industriji.
Ovaj tip reaktora koristi se za provedbu razlicitih vrsta kemijskih i biokemijskih reakcija.
Tipi¢ni Sarzni reaktor (Slika 8.) sastoji se od spremnika s mijeSalicom (¢ime se osigurava
homogenost reakcije smjese) i integriranog sustava za grijanje/hladenje (Cime se osigurava
provedba reakcije pri konstantnoj temperaturi). Ovaj tip reaktora radi u nestacionarnom stanju
Sto znaci da veliCine stanja ovise 0 vremenu. Najcesce se razlikuju u volumenu i materijalima

od kojih se izraduju (Celik, nehrdajuéi ¢elik, legure, staklo, cement, plastika...) [38].

— — Qr.i(f)

V=konst.
T=Konst.

Qrult)

Slika 8. Sarzni reaktor [39]

Kada se reakcija provodi u Sarznom reaktoru, sve komponente reakcijske smjese se
unesu u reaktor na pocetku provedbe procesa, a za vrijeme provedbe reakcije nema izmjene
tvari s okolinom, odnosno reaktor se prazni tek kada se reakcija provede.

Matematicki model reaktora predstavljaju bilance tvari za pojedine komponente koje

sudjeluju u reakcijskoj smjesi. U slucaju reakcije u kojoj jedan reaktant (S) daje jedan produkt
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(P) uz prisutnost biomase (X), bilance tvari se mogu prikazati na nacin kako je to navedeno
Jednadzbama 10, 11 i 12 (Prilog 5.) [39].

dvs _ _,, . ¥x

2 = H s (10)
dve _ . ¥x_

F - Yx/p (11)
dyx _ .

= = M (12)

3. 2. 13. 2. Sarzni reaktor s dotokom

Sarzni ili kotlasti reaktor s dotokom (Slika 9.) je tip reaktora u kojem se kontinuirano
ili povremeno uvodi reakcijska smjesa. Najcesce se upotrebljava u slucaju kada je supstrat
inhibitor ili je toksi¢an pa ga je potrebno postepeno dovoditi u reaktor. S obzirom da se
reakcijska smjesa kontinuirano ili povremeno dovodi u reaktor, dolazi do povecanja volumena
reakcijske smjese te su i kod ove vrste reaktora procesne veli¢ine nestacionarne. Prilikom
postavljanja matemati¢kog modela procesa za Sarzni reaktor s dotokom uvodi se pretpostavka
0 idealnom mijesanju reakcijske smjese Sto podrazumijeva da je sastav reakcijske smjese
jednak u svakoj tocki reaktora (navedeno se Koristi i kod postavljanja matematickog

modela/bilanci tvari $arznog reaktora).

vt Vo
CsO I
4>
Qs T=konst Qi
—>
00
Q=konst

Slika 9. Sarzni reaktor s dotokom [38]

U slucaju da u reakciji sudjeluje samo jedan reaktant S, bilanca tvari u Sarznom reaktoru

s dotokom moze se prikazati pomocu Jednadzbi 13 — 19 (Prilog 6. — 8.).
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d
T=at (13)

T =y, (14)
= mse — (15)
il (16)
Yx = % (17)
vs =7 (18)
Yp = % (19)

3. 2. 14. Ghose-Tyagi-ova modifikacija jednadZzbe Monodove Kinetike za opis procesa
alkoholne fermentacije

T. K. Ghose i R. D. Tyagi u svom radu su ispitali inhibiciju produkta i supstrata na
provedu procesa fermentacije te su dosli do zakljucka da ucinci etanola (P) na brzinu rasta
stanica kvasca i fermentacijsku aktivnost stanica slijede linearni obrazac. Monodova kinetika

prosirena je s izrazom za inhibiciju supstrata te je prikazan Jednadzbom 20 (Prilog 7.) [36, 37].

.u:.umax'( s )'(1_)/_1)/) (20)

Ks+vs 143

Zbog promjene volumena reakcijske smjese u Sarznom reaktoru s dotokom Jednadzba

20 poprima oblik Jednadzbe 21:

_ L_Mms (1 _me
W= Hmax (1 mp,) (21)

3. 2. 15. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci dobiveni su u obliku vremenske ovisnosti koncentracije
biomase, supstrata i produkta pri uvjetima kod kojih su provedeni pokusi. Parametri
matematickog modela procesa su procijenjeni iz eksperimentalnih rezultata nelinearnom
regresijom, odnosno koriStenjem simpleks metode i metode najmanjih kvadrata ugradenih u
programski paket SCIENTIST (MicroMath® Scientist® for Windows™, Version 2.0).

Procjena parametara matematickog modela obuhvaca usporedbu rezultata dobivenih
pomoc¢u matematickog modela s eksperimentalnim podacima te ponovno proracunavanje sve

dok nije postignuta minimalna pogreska izmedu eksperimentalnih 1 procijenjenih vrijednosti.
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Razlika izmedu vrijednosti eksperimentalnih podataka i vrijednosti podataka proracunatih
modelom dana je kao suma kvadrata odstupanja. Programski paket SCIENTIST daje i druge
statistitke parametre koji govore o uspjesnosti procjene kao $to su standardna devijacija, R?,
korelacija te kriterij odabira modela. Takoder, programski paket SCIENTIST daje standardne
devijacije procijenjenih parametara koje govore da se vrijednost parametra nalazi u navedenom

podrucju s 95%-tnom vjerojatnoscu [39].
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4. Rezultati i rasprava

U ovom radu provedena je fermentacija uz koristenje komercijalno dostupnih kvasaca
roda Saccharomyces s ciljem proizvodnje bioetanola iz razli¢itih supstrata. Na pocetku je
proveden odabir kvasca za provedbu procesa fermentacije pri ¢emu su kao Kriteriji odabira
koriSteni brzina razgradnje supstrata i koli¢ina nastalog bioetanola. Za provedbu ovog dijela
istrazivanja koriSteno je sedam Kkvasaca (Saccharomyces cerevisiae — suhi kvasac,
Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski kvasac, Saccharomyces cerevisiae — instant
kvasac, Saccharomyces cerevisiae — svjezi kvasac, Saccharomyces cerevisiae +
Saccharomyces pastorianus i Saccharomyces cerevisiae diastaticus). Odredena je optimalna
koncentracija glukoze u hranjivoj podlozi za provedbu procesa u Sarznim uvjetima, a potom je
fermentacija provedena u Sarznom reaktoru s dotokom supstrata konstantnog protoka kako bi
se intenzivirao proces, odnosno dobila vec¢a produktivnost bioetanola. Nakon $to su odredeni
optimalni procesni uvjeti provedena je fermentacija na enzimskom i kiselinskom hidrolizatu

pivskog tropa nastalom kao nusprodukt procesa proizvodnje piva.

4. 1. Fermentacija modelne otopine glukoze s cijelim stanicama kvasca u $arZnom
reaktoru V =50 mL

U prvom dijelu istrazivanja provedena su preliminarna istrazivanja anaerobnog uzgoja
razli¢itih vrsta kvasca na modelnoj hranjivoj podlozi. Osnovi ciljevi ovog dijela istrazivanja
bili su definirati koji kvasac najbrze fermentira glukozu i daje najvecu koncentraciju bioetanola
na kraju provedbe procesa. Svi pokusi provedeni su s po¢etnom koncentracijom glukoze od 1
g/L. Kako bi pospjesili rast kvasca i podrzali njegovu fiziolosku aktivnost, tokom procesa
fermentacije u podlogu je osim Secera dodan jos i izvor fosfora i dusika, kvascev ekstrakt te
soli (NH4)2HPO4 i (NH4)SO4 [42]. Fosfor je prisutan u nukleinskim kiselinama i fosfolipidima
te je stoga neophodan za rast svih kvasaca [43]. Osim toga dodatkom fosfora i dusika u hranjive
podloge pospjesuje se iskoristenje Secera te se povecava proizvodnja bioetanola. Kvascev
ekstrakt je i vazan izvor peptida, aminokiselina i vitamina pa se kao posljedica njegova dodatka
o¢ekuje povecanje prinosa bioetanola [44].

Rezultati preliminarnih istrazivanja fermentacije glukoze pomocu razli¢itih kvasaca

roda Saccharomyces prikazani su na Slici 10.
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Slika 10. Dinamicka promjena koncentracije glukoze (e) i bioetanola (e) tijekom anaerobne
fermentacije: a) Saccharomyces cerevisiae — suhi kvasac, b) Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus — vinski kvasac, c) Saccharomyces cerevisiae — instant kvasac, d) Saccharomyces
cerevisiae — svjezi kvasac, ¢) Saccharomyces cerevisiae + Saccharomyces pastorianus, f)
Saccharomyces cerevisiae diastaticus i g) Saccharomyces bayanus ( (==) matematicki model

procesa)
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Kao $to je vidljivo iz rezultata pokusa (Slika 10.), nastanak bioetanola povezan je s
potrosnjom glukoze. Za veéinu kvasaca, glukoza je bila potrosena nakon 6 h provedbe
fermentacije osim za vinski kvasac. Dobiveni rezultati su bili o¢ekivani s obzirom da je vinski
kvasac namijenjen za laganom fermentiranju Secera. Osim toga, tijekom alkoholne
fermentacije od 1 g/L Secera trebalo bi nastati priblizno 0,47 g/L etanola. Iz dobivenih rezultata
(Tablica 4.) vidljivo je da je koncentracija etanola postignuta u svim eksperimentima bila
znacajno manja (priblizno deset puta). NiZze koncentracije etanola su takoder ocekivane jer je
u podlozi na pocetku provedbe procesa fermentacije bilo otopljenog kisika pa je glukoza u
pocetku provedbe procesa primarno potroSena za rast stanica kvasca, a ne za fermentaciju u
bioetanol.

S obzirom da je koncentracija etanola u svim pokusima, bez obzira na vrstu koristenog
kvasca bila priblizno sli¢na, izbor kvasaca za provedbu daljnjih istrazivanja proveden je na
temelju brzine potrosnje glukoze. U Tablici 4. prikazan je pregled karakteristicnih procesnih

veli¢ina koriStenih pri analizi fermentacije glukoze provedenoj s razli¢itim kvascima.

Tablica 4. Brzina potro$nje glukoze i masena koncentracija bioetanola na kraju procesa

Vrijeme provedbe | Masena koncentracija

Kvasac reakcije, h bioetanola, g/L

k, g/(L-h)

Saccharomyces
cerevisiae — suhi 6,17 0,059+0,001 0,516+0,030
kvasac
Saccharomyces
cerevisiae var.
bayanus — vinski
kvasac
Saccharomyces
cerevisiae — instant 6,17 0,046+0,003 0,425+0,024
kvasac
Saccharomyces
cerevisiae — svjezi 6,17 0,051+0,005 0,425+0,018
kvasac
Saccharomyces
cerevisiae +
Saccharomyces
pastorianus
Saccharomyces
cerevisiae 5,17 0,054+0,006 0,223+0,014
diastaticus
Saccharomyces
bayanus

24,33 0,060+0,007 0,086+0,008

6,17 0,053+0,001 0,316+0,029

6,17 0,045+0,003 0,434+0,027
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Na temelju procijenjenih brzina potrosnje glukoze pokazano je da suhi kvasac
Saccharomyces cerevisiae najbrze trosi glukozu (0,516+0,030 g/(L-h)). Instant i svjezi oblik
istog kvasca odlikuje nesto sporija brzina potro$nje glukoze iako je kod ovih tipova kvasaca
brzina potroS$nje glukoze nesto veca nego je ona kod veéine drugih analiziranih sojeva.
Najmanja brzina potros$nje glukoze karakteristika je vinskog kvasca $to je u skladu s poznatim
svojstvima ovog kvasca.

S obzirom na dobivene rezultate odluc¢eno je da ¢e se u nastavku istrazivanja koristiti
suhi kvasac Saccharomyces cerevisiae, ali i vinski kvasac Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus. Razlog tome je Sto je taj kvasac najtolerantniji na visoke koncentracije etanola u

usporedbi s ostalim testiranim sojeva.

4. 2. Fermentacija glukoze s permeabiliziranim stanicama kvasca u $arZznom reaktoru V
=50 mL

Nakon provedbe procesa fermentacije s cijelim stanicama kvasca, provedena je
fermentacija koriStenjem permeabiliziranih stanica kvasca kako bi se ispitalo moze li se
njihovim koristenjem poboljsati uéinkovitost i produktivnost bioprocesa. Naime, Koristenje
cijelih stanica u bioprocesima ima odredene nedostatke. Osnovni je povezan s otporima koji se
javljaju pri prijenosu tvari kroz membranu iz okoline u stanicu i iz stanice u okolinu $to
znacajno usporava proces [45]. Cijele stanice pekarskog kvasca zbog toga odlikuje niska
aktivnost. Uz to, proces koji se provodi s cijelim stanicama je ¢esto kompliciraniji jer stanice
treba odrzavati aktivnima [46]. Zbog svega toga se Koriste razli¢iti postupci kako bi se
permeabilizirala stani¢na stijenka, te time smanjio otpor prijenosu tvari za supstrat i produkt te
povecala aktivnost enzima u stanicama. Jedan od ¢esto koristenih postupaka permeabilizacije
je obrada povrsine stanica s aktivnim tvarima kao $to je to primjerice detergent CTAB.

U okviru provedenih istrazivanja analiziran je proces proizvodnje bioetanola
permeabiliziranim stanicama kvasaca pri ¢emu je kao izvor Secera koristena modelna hranjiva
podloga u kojoj je koncentracija glukoze bila 1 g/L. Rezultati procesa proizvodnje bioetanola

provedeni uz prisustvo permeabiliziranih stanica kvasca prikazani su na Slici 11.
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Slika 11. Dinamic¢ka promjena koncentracije glukoze (e) i bioetanola (e) tijekom procesa
proizvodnje bioetanola permeabiliziranim stanicama kvasca koncentracije y = 1 g/L: a)
Saccharomyces cerevisiae — suhi kvasac, b) Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski
kvasac, ¢) Saccharomyces cerevisiae — instant kvasac, d) Saccharomyces cerevisiae — svjezi
kvasac, e) Saccharomyces cerevisiae + Saccharomyces pastorianus, f) Saccharomyces

cerevisiae diastaticus i g) Saccharomyces bayanus
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Kao $to se moze vidjeti iz rezultata pokusa (Slika 11.), masena koncentracija glukoze
se nije znacajno promijenila tijekom provedbe procesa te je posljedi¢éno koncentracija
bioetanola koja je tijekom procesa nastala bila zanemariva.

Uzrok malih koli¢ina bioetanola nastalog u procesu provedenom s permeabiliziranim
stanicama kvasca vjerojatno je posljedica male koli¢ine enzima odgovornih za nastanak etanola
koji su bili prisutni u stanicama kvasca. Stoga je u nastavku istrazivanja koncentracija
permeabiliziranih stanica povec¢ana s 1 g/L na 10 g/L, a dobiveni rezultati prikazani su na Slici
12.

i e
0.8 & { 08 1& 5

0.4 4 04 1

0,0 T - [ ] . & °* 0.0

th

a) th b)
Slika 12. Dinamic¢ka promjena koncentracije glukoze (®) i bioetanola (e) tijekom procesa
proizvodnje bioetanola permeabiliziranim stanicama kvasca koncentracije y = 10 g/L: a)

Saccharomyces cerevisiae — suhi kvasac b) Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski

kvasac

Iz rezultata provedenih pokusa vidljivo je da povecanje koncentracije stanica kvasaca
nema pozitivan utjecaj na proizvodnju bioetanola. Uzrok tome je vjerojatno nedostatak
koenzima NADH i ATP u hranjivoj podlozi koji su neophodni za biotransformaciju glukoze u
etanol. U radu Takeshigo i Ouchi [47], autori navode kako je u podlogu s permeabiliziranim
stanicama potrebno dodati ATP, NAD*, magnezij i anorganski fosfat kako bi se inicirala
fermentacija bioetanola. Medutim, zbog visokih cijena koenzima proces proizvodnje

bioetanola permeabiliziranim stanicama kvasca ne bi bio ekonomski opravdan.
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4. 3. Ispitivanje utjecaja pocetne koncentracije glukoze na produktivnost procesa

U preliminarnim istrazivanjima odabrana su dva kvasca: Saccharomyces cerevisiae —
suhi kvasac i Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski kvasac koji su koristeni u
nastavku istrazivanju.

Kao s$to je prethodno navedeno, tijekom alkoholne fermentacije glukoze pocetne
koncentracije 1 g/L trebalo bi u konac¢nici nastati priblizno 0,47 g/L bioetanola. Kako bi se
ispitao utjecaj pocetne koncentracije glukoze na ucinkovitost 1 produktivnost procesa,
provedeni su pokusi s razli¢itim poc¢etnim koncentracijama glukoze (5 g/L, 10 g/L i 50 g/L
glukoze). Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 13. i 14. za Saccharomyces cerevisiae —

suhi kvasac i Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski kvasac.
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Slika 13. Dinamicka promjena koncentracije biomase (®), bioetanola (e) i glukoze (e) tijekom
anaerobne fermentacije Saccharomyces cerevisiae - suhi kvasac za razliCite pocetne
koncentracije glukoze : a) 5 g/L, b) 10 g/L, ¢) 50 g/L, ((==) matematicki model procesa)
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Slika 14. Dinamicka promjena koncentracije biomase (@), bioetanola () i glukoze (e) tijekom

anaerobne fermentacije Saccharomyces cerevisiae var. bayanus — vinski kvasac za razli¢ite

pocetne koncentracije glukoze : @) 5 g/L, b) 10 g/L, c¢) 50 g/L, ((==) matematicki model procesa)

Tablica 5. Brzina potros$nje glukoze za S. cerevisiae — suhi kvasac i S. cerevisiae var. bayanus

— vinski kvasac tijekom anaerobne fermentacije pri razli¢itim pocetnim koncentracijama

glukoze
ye, g/l k, g/(L-h)

5 2,770
S. cerevisiae - suhi kvasac 10 0,915
50 0,753
5 0,748

S. cerevisiae var. bayanus -
o 10 0,487

vinski kvasac

50 0,335

Iz rezultata provedenih pokusa vidljivo je da potrosnju glukoze slijedi povecéanje

koncentracije etanola (Slika 13. i 14.). Brzina potrosnje glukoze (Tablica 5.) i koncentracije

etanola vece su u pokusu provedenom sa suhim kvascem. Maksimalna koncentracija etanola

36



(Slika 13. i 14.) u pokusu provedenom sa suhim kvascem i po¢etnom koncentracijom glukoze

ye=5g/L iznosila je ye = 1,946+0,014 g/L, a u pokusu provedenom s pocetnom koncentracijom
glukoze yc =10 g/L iznosila je ye = 1,950+0,035 g/L. U pokusu provedenom s vinskim kvascem
za iste pocetne koncentracije glukoze maksimalne koncentracije etanola bile su ye =
1,091+0,124 g/L, odnosno ye = 0,911+0,066 g/L. Najvece koncentracije bioetanola postignute
su u pokusima provedenim pri pocetnoj koncentraciji glukoze ye = 50 g/L pri ¢emu je kod

fermentacije provedene u prisustvu suhog kvasca postignuta koncentracija etanola ye =
11,504+0,101 g/L, dok je u pokusu provedenom s vinskim kvascem koncentracija etanola bila
ve=12,801+0,099 g/L. Svi pokusi provedeni su na nacin da je fermentacija prekinuta kada je
koncentracija glukoze pala na nulu. Relativno dugo trajanje procesa fermentacije svim
prethodno opisanim pokusima vjerojatno je posljedica niske pocetne koncentracije biomase
kvasca kojemu je trebalo vise vremena da potro$i raspolozivu glukozu za rast i odrzavanje
stanica kvasca te za proizvodnju etanola. Za dodatnu usporedbu provedenih pokusa izracunati
su pokazatelji uspjesnosti procesa koji su prikazani u Tablici 6. Budu¢i da je cilj proizvodnje
bioetanola razviti ekonomski isplativ proces, odnosno proizvesti visoku koncentraciju
bioetanola u kratkom vremenu, produktivnost bioetanola (masa bioetanola u jedinici vremena
i jedinici volumena) je postavljena kao glavni kriterij odabira sustava s kojim su provedena

daljnja istrazivanja.

Tablica 6. Pokazatelji uspjesnosti $arzne fermentacije provedene sa suhim i vinskim kvascem

s;_ Ye. g/L Yxs, 9/ Yers, g/g E, % Pr, g/(L-h)
s 5 | 1.046+0,014 | 0,154+0,006 | 0,413+0,003 | 80,668+0,561 | 0,085+0,001
cerevisiae - | 10 | 1,950+0,035 | 0,114+0,001 | 0,195+0,003 | 38,135+0,491 | 0,072+0,001
suhi kvasac | 50 | 11,504+0,101 | 0,040+0,001 | 0,230+0,002 | 44,995+0,397 | 0,067+0,001
s. 5 | 1,091+0,124 | 0,196+0,001 | 0,227+0,026 | 44,375+5,024 | 0,046+0,005
cerevisiae [ 10 [ 0,911+0,066 | 0,118+0,001 | 0,092+0,007 | 18,081+1,303 | 0,034:0,002
var.
bayanus -
vinski 50 | 12,801+0,099 | 0,069+0,002 | 0,256+0,002 | 50,059+0,143 | 0,074+0,001
kvasac
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Kako bi opisali dinamiku procesa postavljen je matematicki model. Iz rezultata
prethodno provedenih pokusa (Slike 13. 1 14.) procijenjeni su kineticki parametri Monodovog
modela: umax (maksimalna specifi¢na brzina rasta stanica kvasaca) i Ks (konstanta zasi¢enja)

koristenjem Jednadzbi 10, 11, 12 1 20 (Prilog 6.), a procijenjene vrijednosti za oba kvasca

prikazane su u Tablici 7.

Tablica 7. Procijenjene vrijednosti parametara Ks i umax za suhi i vinski kvasac za pokuse

provedene pri razli¢itim po¢etnim koncentracijama glukoze

Ks, /L Hmax, 1/h
Saccharomyces cerevisiae - suhi 12.602 0,502
kvasac, 5,0 g/L
Saccharomyces cerevisiae - suhi 12.602 0,222
kvasac, 10,0 g/L
Saccharomyces cerevisiae - suhi 12.602 0,022
kvasac, 50,0 g/L
Saccharomyces cerevisiae var. 21,616 0.401
bayanus - vinski kvasac, 5,0 g/L ’
Saccharomyces cerevisiae var. 21,616 0.181
bayanus - vinski kvasac, 10,0 g/L ’
Saccharomyces cerevisiae var. 21,616 0.060
bayanus - vinski kvasac, 50,0 g/L '

Na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da koncentracija glukoze utjece na kinetiku
rasta te se moze zakljuciti da se umax smanjuje poveéanjem koncentracije glukoze pri istoj
pocetnoj koncentraciji stanica. U pokusima provedenim sa suhim kvascem najveca vrijednost
umax = 0,502 1/h dobivena je u pokusu provedenom s pocetnom masenom koncentracijom
glukoze od 5,0 g/L, dok je najmanja vrijednost umax = 0,022 1/h dobivena u pokusu
provedenom s pocetnom masenom koncentracijom glukoze od 50 g/L. Sli¢no vrijedi i za vinski
kvasac gdje je najveca vrijednost umax = 0,401 1/h postignuta pri pocetnoj koncentraciji glukoze
od 5 g/L. Budu¢i da su najveéa produktivnost (0,085+0,001 g/(L-h)) i najveci umax (0,502 1/h)
dobiveni u pokusu provedenom sa suhim kvascem pri pocetnoj koncentraciji glukoze 5 g/L
glukoze, procesni uvjeti koristeni u ovom pokusu odabrani su za provedbu fermentacije u
Sarznom reaktoru s dotokom supstrata s ciljem intenzifikacije procesa, odnosno postizanja vece

produktivnosti.

38



4. 4. Sarzna fermentacija s dotokom supstrata

Kako je prethodno navedeno, daljnja istrazivanja provedena su sa suhim kvascem i pri
pocetnoj koncentraciji glukoze u hranjivoj podlozi od 5 g/L. Iz rezultata pokusa prikazanih na
Slici 13a. vidljivo je da se u prvih 2,5 sati provedbe fermentacije glukoza trosi najbrze te je u
tom trenutku njena koncentracija priblizno jednaka polovici pocetne vrijednosti. Stoga je
izraCunata prosjecna brzina potrosnje glukoze u prva 2,5 sata provedbe pokusa koja je iznosila
priblizno 0,5 g/(L-h). Na temelju izracunate prosjec¢ne brzine potro$nje i koncentracije glukoze
u toku svjezeg supstrata (200 g/L), izracunat je pomocu Jednadzbi 22 i 23 protok toka svjezeg

supstrata (qv"" = 21 uL/min) koji je kontinuirano dovoden u reaktor do kraja pokusa.

volumen reakcijske posude - brzina potrosnje glukoze = koli¢ina potrebne glukoze
. £ g
0,5L-0,5~=025 - glukoze (22)

brzina potrosnje glukoze

masena koncentracija pripremljene otopine glukoze za dopremu

= protok toka svjeze sirovine

0,25 g/
200 g/L

=0,00125= =1,25-=21 pL/min (23)

Dotok supstrata ukljucen je nakon 5. sata provedbe pokusa kada je koncentracija
glukoze pala ispod 1 g/L. Dodatak svjezeg supstrata rezultirao je nastavkom proizvodnje
bioetanola. Dinamicka promjena koncentracije etanola, biomase i glukoze prikazani su na Slici
15., a simulacije matematickog modela procesa provedene su koriStenjem programskog koda

prikazanog u Prilogu 7.
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Slika 15. Dinamic¢ka promjena koncentracije biomase (e), bioetanola (e) i glukoze (e) za
sarznu fermentaciju s dotokom svjezeg supstrata provedenu sa Saccharomyces cerevisiae —

suhi kvasac pri qvUt =21 uL/min ((==) matemati¢ki model procesa)

U prvih 5 sati provedbe pokusa nastala je mala koncentracija bioetanola jer je zbog
prisutnog otopljenog kisika u podlozi kvasac primarno koristio glukozu za rast. Navedeno se
moze vidjeti iz povecanja masene koncentracije kvasca u tom periodu provedbe pokusa. Nakon
5. sata rast kvasaca se usporava, a zapoc€inje proces alkoholnog vrenja tj. proizvodnja
bioetanola. Kao sto je vidljivo iz rezultata pokusa prikazanih na Slici 15., koncentracija
bioetanola u dijelu pokusa koji je proveden s dotokom svjezeg supstrata linearno raste i postize
maksimalnu vrijednosti od 3,703+0,457 g/L nakon 96. sata. Nakon 100 sati provedbe reakcije,
koncentracija etanola i biomase je pocela padati, a glukoze rasti. To je vjerojatno povezano s
prelaskom iz proizvodne faze u fazu odumiranja stanica kvasca u kojoj se potrosnja glukoze
znacajno smanjuje. U Tablici 8. prikazani su pokazatelji u¢inkovitosti Sarzne fermentacije s

dotokom supstrata.

Tablica 8. Pokazatelji u¢inkovitosti Sarzne fermentacije s dotokom supstrata (qu“t = 21
pL/min)

Yp, g/L Yxis, 9/9 Yers, 9/9 E, % Pr, g/(L-h)
3,547+0,052 | 0,025+0,001 | 0,067+0,001 | 13,191+0,193 0,035+0,001
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Prema izracunatim pokazateljima ucinkovitosti bioprocesa vidljivo je da Sarzna
fermentacija s dotokom supstrata (Tablica 8.) nije rezultirala pove¢anjem ucinkovitosti i
produktivnosti procesa u odnosu na Sarznu fermentaciju (Tablica 6.), stoga je potrebna daljnja

optimizacija provedbe procesa s dotokom supstrata.

S obzirom na niske produktivnost i ucinkovitost procesa u nastavku istrazivanja
provedena je Sarzna fermentacija s dotokom svjezeg supstrata u kojoj je protok ulaznog toka
povecéan dva puta te je iznosio 42 pL/min. Dinamic¢ka promjena koncentracije glukoze, etanola

I biomase prikazana je na Slici 16.
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Slika 16. Dinamic¢ka promjena koncentracije biomase (e), bioetanola (e) i glukoze (e) za
Sarznu fermentaciju s dotokom svjezeg supstrata provedenu sa Saccharomyces cerevisiae —

suhi kvasac pri qv¥ = 42 pL/min ((==) matematic¢ki model procesa)

U slucaju dva puta veceg protoka glukoze u ulaznom toku fermentacija je trajala znatno
krace te se glukoza pocela akumulirati u sustavu ve¢ nakon 24 sata pri cemu se koncentracija
biomase nije znacajnije mijenjala dok je koncentracija etanola linearno rasla. Maksimalna
dobivena koncentracija etanola u ovom pokusu bila je 8,195+0,195 g/L §to je znatno vise nego
u pokusu provedenom s protokom glukoze od gvV" = 21 pL/min. U Tablici 9. prikazani su
pokazatelji u€inkovitosti za Sarznu fermentaciju s dotokom supstrata u kojoj je protok ulaznog

toka bio qv¥ = 42 uL/min.
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Tablica 9. Pokazatelji u¢inkovitosti Sarzne fermentacije s dotokom supstrata (qv'" = 42
pL/min)

Yp, g/L Yxss, 9/9 Yess, 9/9 E, % Pr, g/(L-h)
8,195+0,195 0,033+0,001 0,243+0,001 47,580+0,205 | 0,171+0,004

Iz izraCunatih pokazatelja ucinkovitosti (Tablica 9.) vidljivo je da su koncentracija
produkta » = 8,195+0,195 g/L, koeficijent iskoriStenja etanola na glukozi Yes = 0,243+0,001
g/g, uéinkovitost E = 47,580+0,205 % i produktivnost Pr = 0,171+0,004 g/(L-h) znatno veci
nego u pokusu provedenom s manjim protokom ulaznog toka (Tablica 8.). Usprkos tome,
dobivene vrijednosti su i dalje nedostatne za ekonomski opravdanu proizvodnju bioetanola. S
obzirom na rezultate svih provedenih pokusa nastavak istrazivanja te uzimajuéi u obzir
jednostavnost izvedbe Sarznog procesa, u nastavku istrazivanja proces proizvodnje bioetanola

proveden je koriStenjem hidrolizata pivskog tropa fermentacijom u Sarznom reaktoru.

4. 5. SarZna fermentacija na hidrolizatu pivskog tropa

Prema literaturno dostupnim podatcima [22, 23], naj¢e$¢i prosjecni sastav pivskog
tropa (% suhe tvari) je: celuloza (25,4%), hemiceluloza (21,8%), lignin (11,9%), proteini
(24%), lipidi (10,6%), pepeo (2,4%) dok ostatak ¢ine sporedne komponente poput ferulinske
kiseline, kumarske kiseline itd. Visoki udio polisaharida u pivskom tropu ¢ini ga zanimljivim
supstratom za proizvodnju bioetanola. Prilikom koriStenja lignocelulozne sirovine u
proizvodnji biogoriva potrebna je njezina priprema kako bi se izdvojio lignin, a celuloza i
hemiceluloza razgradile na jednostavnije Secere [48].

U okviru provedenih istrazivanja provedene su dvije vrste hidrolize pivskog tropa. Prvi
postupak ukljucivao je enzimsku hidrolizu uz koristenje gljive T. lanuginosus. Nakon 7 dana
provedbe pokusa dobiven je hidrolizat u kojem je koncentracija ukupnih reducirajuéih Secera
u steriliziranim hidrolizatima iznosila 0,5 mg/mL, dok je u nesteriliziranim uzorcima iznosila
1 mg/mL. Dobivena koli¢ina Secera bila je izrazito niska te je odlu¢eno da se ovaj hidrolizat
nece koristiti u daljnjim istrazivanjima.

Drugi postupak hidrolize pivskog tropa proveden je djelovanjem kiselina. Nakon
obrade pivskog tropa kiselinskom hidrolizom dobiven je hidrolizat ¢iji je sastav (maseni udio,

w/w) prikazan u Tablici 10. Dobiveni hidrolizat sadrzavao je najvise glukoze (60,61%), zatim
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ksiloze (26,16%) i arabinoze (13,21%). Osim ugljikohidrata, u uzorcima su bile prisutne i

organske kiseline tj. mravlja i octena kiselina.

Tablica 10. Rezultati UPLC analize — masena koncentracija (g/L) prisutnih komponenata

Tvar 7, /L w, %
Seceri
Glukoza 18,30 60,61
Ksiloza 7,90 26,16
Arabinoza 3,99 13,21
Kiseline

Mravlja kiselina 1,45
Octena kiselina 1,60

Treba napomenuti kako hidrolizati mogu sadrzavati razli¢ite toksi¢ne tvari koje mogu
inhibicijski djelovati na rast kvasaca [49]. Zbog toga je dio dobivenog hidrolizata tretiran s
aktivnim ugljenom kako bi se uklonili potencijalno Stetni spojevi (detoksifikacija pivskog
tropa). Takoder, nakon kiselinske hidrolize, pH tropa iznosio je 1,9. Kako bi se pH podesio na
5,8 koji je optimalan za provedbu fermentacije, uzorci su tretirani na dva nacina, dodatkom
NaOH ili dodatkom Ca(OH)2. Dodatak Ca(OH)2 bi osim pove¢anja pH mogao rezultirati
uklanjanjem nekih spojeva koji su prisutni u pivskom tropu, a nepozeljni su za fermentaciju,
na nacin da se absorbiraju na Ca(OH)z2 te uklone iz supstrata taloZenjem. Dinamic¢ka promjena
koncentracije biomase, bioetanola, glukoze i ukupnih Secera tijekom fermentacije pivskog
tropa pripravljenog na cetiri prethodno opisana nacina prikazana je na Slici 17. Za simulaciju
matematickog modela procesa koristen je programski kod prikazan u Prilogu 8. U Prilogu 9.
prikazani su dobiveni kromatogrami GC analize uzoraka prikupljenih u razli¢itim vremenima

fermentacije provedenom s hidrolizatom pivskog tropa tretiranog s NaOH.
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Slika 17. Dinamic¢ka promjena koncentracije biomase (), bioetanola () glukoze (e) i ukupnih
Secera (@) za kiselinski hidrolizat pivskog tropa tretiran s a) NaOH, b) aktivnim ugljenom i

NaOH, c¢) Ca(OH)2, d) aktivnim ugljenom i Ca(OH)2 ((==) matematicki model procesa)

Kao §to je vidljivo iz rezultata pokusa (Slika 17.), potrosnja ukupnih Secera se u svim
slu¢ajevima podudara s ukupnom potrosnjom glukoze s obzirom na to da Saccharomyces
cerevisiae ne fermentira ostale Secere prisutne u hidrolizatu (pentoze, arabinozu i ksilozuy).
Vecina glukoze potroSena je unutar prvi 10 sati provedbe procesa. Nakon toga, primijecen je
lagani pad koncentracije ukupnih Secera, $to moze biti posljedica prisutnosti drugih heksoza u
hidrolizatu koje nisu detektirane na UPLC. Koncentracija biomase je rasla prvih 2,5 sata sto je
vjerojatno posljedica prisutnosti otopljenog kisika. U tom periodu, proizvodnja bioetanola bila
je niska. Nakon §to je kisik potroSen, zapocinje alkoholno vrenje te se povecava koncentracija
bioetanola. Maksimalne koncentracije bioetanola postignute u pokusima provedenim sa svim
hidrolizatima su bile sli¢cne te su redom iznosile 8,192+0,251 g/L (a), 8,335+0,015 g/L (b),
8,403+0,114 g/L (c) i 8,576+0,247 g/L (d). U Tablici 11. prikazani su pokazatelji uspjeSnosti
procesa koji omogucuju usporedbu pokusa provedenih na razli¢ite nacine pripremljenim

kiselinskim hidrolizatima.
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Tablica 11. Pokazatelji ucinkovitosti Sarzne fermentacije provedene s kiselinskim
hidrolizatom pivskog tropa

Sustav Yp g/l Yxss, 9/9 Yess, 9/9 E, % Pr, g/(L-h)

NaOH | 8192+0,251 | 0,199+0,015 | 0,413+0,013 | 80,788+2,472 | 0,318+0,010

Aktivni

uglien + | 8335+0,015 |0,272+0,010 | 0,433+0,001 |84,617+0,152 | 0,323+0,001
NaOH

Ca(OH)2 | 8 403+0,114 |0,478+0,001 | 0,459+0,006 |89,662+1,124 | 0,326:+0,004

Aktivni

ugljen + | 8 576+0,247 |0,389+0,002 | 0,502+0,014 | 98,148+2,829 | 0,332+0,010
Ca(OH)2

Prema pokazateljima uspjesnosti procesa nesto visu ucinkovitost i produktivnost imaju
kiselinski hidrolizati tretirani aktivnim ugljenom $to se moze objasniti time da je aktivni ugljen
vjerojatno vezao neke od sporednih komponenata prisutnih u hidrolizatu koje mogu djelovati
kao inhibitori. U sluc¢aju kiselinskog hidrolizata tretiranog aktivnim ugljenom i Ca(OH)2 (Slika
17d.) na pocetku provedbe procesa glukoza se sporije trosila, odnosno kvascu je bilo potrebno
dulje vrijeme za prilagodbu, medutim ovaj sustav pokazao je visoku ucinkovitost E =
98,148+2,829% i produktivnosti Pr = 0,332+0,010 g/(L-h). Dobiveni rezultati pokazuju
potencijal proizvodnje etanola fermentacijom hidrolizata pivskog tropa. Kada se navedenom
doda da je proces proveden s jeftinim i lako dostupnim suhim kvascem Saccharomyces
cerevisiae jasan je potencijal provedenih istrazivanja. Uz optimiranje uvjeta provedbe procesa,
dodatna je intenzifikacija moguca koristenjem genetski modificiranih kvasaca koji razgraduju
I pentoze prisutne u hidrolizatu te uklanjanjem inhibitora kao Sto su octena i mravlja kiselina

iz fermentacijskog medija.
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5. Zakljucéak
1z rezultata provedenih pokusa moze se zakljuciti sljedece:

— Preliminarnim ispitivanjima definiran je kvasac koji Sarznom fermentacijom u procesu
provedenom s cijelim stanicama proizvodi najveéu koncentraciju bioetanola. Od 7
ispitanih kvasaca, na temelju izracunatih brzina reakcije, utvrdeno je da je u pokusu
provedenom sa suhim kvascem Saccharomyces cerevisiae brzina potroS$nje glukoze
najveca (0,516+0,030 g/(L-h)) uz istovremenu visoku koncentraciju nastalog etanola
od 0,059+0,001 g/L. Kvasac kojega je odlikovala najmanja brzina potrosnje glukoze
bio je vinski kvasac, ali je koriStenjem ovog kvasca postignuta najveca masena
koncentracija etanola na kraju provedbe Sarznog procesa od 0,060+0,007 g/L. Stoga je
vinski kvasac, uz suhi kvasac Saccharomyces cerevisiae, koristen u daljnjem
istrazivanju.

— Provedba procesa fermentacije s permeabiliziranim stanicama kvasca u Sarznom
reaktoru na modelnoj hranjivoj podlozi rezultirala je minimalnom promjenom pocetne
koncentracije glukoze tijekom provedbe pokusa 1 posljedicno zanemarivim
koncentracijama etanola. Navedeno je posljedica nedostatka koenzima NADH i ATP u
reakcijskom mediju.

— Najveca produktivnost Pr = 0,085+0,001 g/(L-h) i najveéi umax = 0,502 1/h dobiveni su
za fermentaciju provedenu sa suhim kvascem Saccharomyces cerevisiae u pokusu u
kojemu je pocetna koncentracija glukoze bila 5 g/L.

— Sarzna fermentacija s dotokom supstrata nije rezultirala povecanjem ucinkovitosti i
produktivnosti, odnosno intenzifikacijom procesa.

— Provedbom Sarznog procesa fermentacije na Kiselinskom hidrolizatu pivskog tropa
tretiranog s NaOH, aktivnim ugljenom i NaOH, Ca(OH)2 te aktivnim ugljenom i
Ca(OH)2 rezultirala je priblizno istim koncentracijama etanola, ucinkovitostima
procesa i produktivnostima. Najvisa produktivnost Pr = 0,332+0,010 g/(L-h) i
ucinkovitost E = 98,148+2,829% postignuta je u sustavu u kojemu je pivski trop prije
fermentacije tretiran s aktivnim ugljenom i Ca(OH)a.

— Pokazano je da se primjenom realnog uzorka dobivenog iz otpadnog materijala te
koriStenjem jeftinog 1 dostupnog kvasca moZze provesti u€inkovita proizvodnja etanola.
Daljnjim optimiranjem procesnih uvjeta i koristenjem geneti¢ki modificiranih kvasaca
mogu se posti¢i pokazatelji uspjesnosti procesa koji ¢e osigurati ekonomski opravdanu

proizvodnju etanola fermentacijom.
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8. Prilozi

Prilog 1. BaZdarni dijagram za odredivanje koncentracije ukupnih Seera

0.6

ABS, -

ABS =0.0925 ¢ + 0.0153

R =0.9975

52



Prilog 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze

0.4

ABS =0.0671 ¢ + 0,008
R*=0,9965

¢, mmol/L

53



Prilog 3. JednadZbe baZdarnih pravaca za odredivanje koncentracije tvari u prisutnih

lignoceluloznoj sirovini

- glukoza:
Povrsina pika = 135278ygiukoza — 3377
R?=0,9997

- ksiloza:
Povrsina pika = 129878yksiloza — 627,53
R?=0,9998

- arabinoza:
Povrsina pika = 61091yarabinoza + 8832,5
R?=0,9934

- mravlja kiselina:
Povrsina pika = 47328ymravija kiselina + 53,595
R? = 1,0000

- octena kiselina:
Povrsina pika = 57358yoctena kiselina + 697,25
R? =1,0000
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Prilog 4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije etanola

Povrsina pika, -

let+7

PovrsSina pika = 468593 ¢ - 50580
R*=10,9991

5 10 15 20

¢, mmol/L
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Prilog 5. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST Kkoristen za odredivanje brzine

kemijske reakcije (k)

// MicroMath Scientist Model File

IndVars: t

DepVars: S, E

Params: k, Y

S'=-k*S
E'=k*S/Y

t=0
S=1
E=0

k=0.001
Y=0.0728

*k%k
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Prilog 6. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST koriSten za odredivanje

parametara Ghose-Tyagi-ova modifikacije Monodove Kkinetike

// MicroMath Scientist Model File
IndVars: t
DepVars: X, S, E

Params: Ks, mimax

mi=mimax*S/(Ks+S)*(1-E/E1)
X'=mi*X

S'=-mi*X/yxs

E'=mi*X/yxe

t=0
x=1
S=raspon vrijednosti: 5 — 50

E=0

mimax=0.001

Ks= vrijednosti: 12.602 ili 21.616
yXxs= raspon vrijednosti: 0 - 1
yxe= raspon vrijednosti: 0 - 1

E1=18.002

*k*k

57



Prilog 7. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST matemati¢kog modela procesa

provedenog u reaktoru s dotokom

—  SarZni proces
/I MicroMath Scientist Model File
IndVars: t
DepVars: X, S, E
Params: mimax
mi=mimax*S/(Ks+S)*(1-E/E1)
X'=mi*X
S'=-mi*X/yxs
E'=mi*X/yxe
t=0
X=1
S=5
E=0
mimax=0.01
Ks=12.602
yXxs= raspon vrijednosti: 0 — 1
yxe= raspon vrijednosti: 0 - 1

E1=18.002

*kk

—  Sarzni proces s dotokom
/I MicroMath Scientist Model File
IndVars: t
DepVars: mX, mS, mE, E, S, X

Params: Ks, mimax

mi=mimax*ms/(Ks+ms)*(1-me/mel)
E=me/V

58



S=ms/V
X=mx/VV

V'=-qv
mX'=mi*mX
mS'=qv*S0/V-mi*mX/yxs

ME'=mi*mX/yxe

t=0

X=raspon vrijednosti: 1 — 2
S=raspon vrijednosti: 0.5 -3
S0=200

E=0

mx= raspon vrijednosti: 0.5 - 5
mS= raspon vrijednosti: 0 — 2.5
mE=0

mimax= 0.01

Ks=12.602

yXxs= raspon vrijednosti: 0 — 1
yxe= raspon vrijednosti: 0 — 1
mE1=9.001

V=0.5

gv= vrijednosti: 0.00126 ili 0.00252

*k*x
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Prilog 8. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST matemati¢kog modela procesa

provedenog s hidrolizatom pivskog tropa

// MicroMath Scientist Model File
IndVars: t
DepVars: X, S, E, U

Params: mimax

mi=mimax*S/(Ks+S)*(1-E/E1)
X'=mi*X

S'=-mi*X/yxs

E'=mi*X/yxe

U'=-mi*X/yxs

t=0
X=3.60
S=18.30

E=0
U=40.00

mimax=0.001

Ks=12.602

yxs= raspon vrijednosti: 0 — 1

yxe= raspon vrijednosti: 0 — 1

E1=18.002

*kk
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Prilog 9. Kromatogrami GC analize uzoraka prikupljenih u razli¢itim vremenima fermentacije provedenom s hidrolizatom pivskog tropa

tretiranog s NaOH

uV(x10,000,000)

1.2

1.1

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Kromatogram

0.0

-0.1

0.0

0.5

1.0

15

2.0

2.5

3.0

35

4.0

45

5.0

55

min’

61



Sazetak

Proizvodnja bioetanola iz enzimskog i kiselinskog hidrolizata pivskog tropa

Marko BozZinovi¢, Renata Vicevi¢, Nikolina Zekic

Bioetanol je alkohol dobiven fermentacijom ugljikohidrata. Danas se bioetanol najvise
proizvodi iz sirovina na bazi Secera ili Skroba pomocu kvasaca kao $to je Saccharomyces
cerevisiae. S. cerevisiae je najzastupljeniji kvasac u industrijskim procesima. Gotovo
cjelokupna svjetska proizvodnja bioetanola se provodi pomocu S. cerevisiae zbog visokog
prinosa koji iznosi 0,45-0,50 grama etanola po gramu glukoze, visoke produktivnosti od 2-5
g/(L-h) te moguénosti rasta pri visokim koncentracijama Secera i bioetanola.

U ovom radu provedena je fermentacija glukoze primjenom 7 komercijalno dostupnih
kvasaca roda Saccharomyces. Preliminarna istrazivanja pokazala su da su kvasci S. cerevisiae
— suhi kvasac i S. cerevisiae var. bayanus — vinski kvasac najpogodniji za proizvodnju
bioetanola. Suhi kvasac izabran je za provedbu daljnjih istrazivanja zbog najveée prosjeéne
brzine potro$nje glukoze (k = 0,516+0,030 g/(L-h)) za potpunu potrosnju) pritom dajuéi, S
obzirom na pocetnu koncentraciju glukoze, relativno veliku koncentraciju bioetanola (ye =
0,059+0,001 g/L). Drugi kvasac odabran za daljnja istrazivanja bio je vinski kvasac koji je
najsporije trosio glukozu (k = 0,086+0,008 g/(L-h)), ali je provedbom fermentacije s ovim
kvascem postignuta najve¢a koncentracija bioetanola (ye = 0,060+0,007 g/L). Kako bi se
ispitao utjecaj koncentracije glukoze na ucinkovitost i produktivnost procesa provedena je
fermentacija hranjivih podloga u kojima je pocetna koncentracija glukoze bila 5, 10 i 50 g/L.
Najveca produktivnost i u¢inkovitost bioprocesa (Pr = 0,085+0,001 g/(L-h) i E = 80,668+0,561
%) je postignuta u procesu provedenim sa suhim kvascem u kojemu je pocetna koncentracija
glukoze bila 5 g/L te su ta koncentracija glukoze i kvasac odabrani za daljnju provedbu procesa.
S ciljem intenzifikacije procesa provedena je fermentacija u Sarznom reaktoru s dotokom
supstrata sto nije rezultiralo povecanjem ucinkovitosti i produktivnosti. 1z tog razloga, kao i
zbog jednostavnosti i ekonomske opravdanosti procesa, provedena je fermentacija hidrolizata
pivskog tropa u Sarznom reaktoru. Fermentacija je provedena s Cetiri razlic¢ita kiselinska
hidrolizata pivskog tropa kojemu je podesavanje pH provedeno s NaOH ili Ca(OH)2 te s
dodatkom ili bez aktivnog ugljena). Najucinkovitijim hidrolizatom pokazao se onaj tretiran s
aktivnim ugljenom i Ca(OH)2 fermentacijom kojeg su postignuti sljede¢i pokazatelji
uspjesnosti procesa: Yp = 8,576+0,247 g/L, Yris = 0,502+0,014 g/g, E = 98,148+2,829 % i Pr
=0,332+0,010 g/(L-h).

Kljucne rijeci: bioetanol, Saccharomyces cerevisiae, fermentacija, pivski trop
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Summary

Production of bioethanol from enzymatic and acid hydrolyzate of brewer’s spent grain
Marko BozZinovi¢, Renata Vicevic, Nikolina Zekic

Bioethanol is an alcohol produced by fermentation from carbohydrates. Today, it is
usually produced from raw materials based on sugar or starch using yeasts such as
Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae is the most commonly used yeast in modern industrial
processes. Almost all global production of bioethanol is done with this yeast because of its high
yield of 0.45-0.50 grams of ethanol per gram of glucose, high productivity of 2-5 g/(L-h) and
ability to grow at high concentrations of sugars and bioethanol.

In this work, glucose fermentation was carried out using 7 commercially available
yeasts of the genus Saccharomyces. Preliminary research has shown that the yeasts S.
cerevisiae - dry yeast and S. cerevisiae var. bayanus - wine yeast is the most suitable for
bioethanol production. The dry yeast was selected for further studies because it has the highest
average glucose consumption rate (k = 0.516+0.030 g/(L-h)) and gives a relatively high
bioethanol concentration (ye = 0.059+0.001 g/L). The second yeast selected for further research
was wine yeast, although it had the lowest average glucose consumption rate (k = 0.086+0.008
g/(L-h)), but yielded the highest bioethanol concentration of all yeasts (ye = 0.060+0.007 g/L).
To investigate the effect of glucose concentration on the efficiency and productivity of the
process, fermentation of culture medium containing 5, 10, and 50 g/L glucose was performed.
The highest productivity and efficiency of the bioprocess was obtained by fermentation of
medium containing 5 g/L glucose with dry yeast (Pr = 0.085+£0.001 g/(L-h) and E =
80.668+0.561%), and further research was conducted with this system. In order to intensify the
bioprocess, the fermentation was carried out in a batch reactor with continuous substrate feed,
but this did not lead to increased efficiency and productivity. For this reason, and because of
the simplicity of the process, the fermentation reaction of the hydrolysates of brewer’s spent
grain was carried out in a batch reactor. The fermentation was carried out with four different
acid hydrolysates of brewer’s spent grain with or without the addition of activated carbon and
by adjusting the pH value with NaOH or Ca(OH)2. The most efficient hydrolysate was the one
treated with activated carbon and Ca(OH)z, with the following bioprocess efficiency
parameters: Yp= 8.576+0.247 g/L, Yris = 0.502+0.014 g/g, E = 98.148+2.829 % and Pr =
0.332+0.010 g/(L-h).

Keyword: bioethanol, Saccharomyces cerevisiae, fermentation, brewer’s spent grain
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