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SAZETAK

Bioetanol je alkohol proizveden mikrobnom fermentacijom. U svrhu proizvodnje
etanola najvise se koriste Se¢erna trska, repa i kukuruz, ali se sve vise kao zamjenski supstrat
spominje lignoceluloza, jeftin, obnovljivi izvor energije, kojeg u prirodi ima u velikim
koli¢inama. Proces proizvodnje etanola fermentacijom najceS¢e se provodi koriStenjem
kvasaca Saccharomyces cerevisiae. U procesu proizvodnje etanola iz lignocelulozne sirovine,
nedostatak koriStenja S. cerevisiae je nemogucnost rasta na pentozama, laktozi i
polisaharidima zbog toga S§to njegov metabolizam ne stvara odgovaraju¢e enzime, a
pentofosfatni put ne radi ucinkovito. Zbog toga se sve viSe istrazuju mikroorganizmi s
moguénos¢éu fermentacije tih spojeva (kvasci Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces

lactis, rodovi Candida i Pichia).

Cilj ovog rada bio je izolirati kvasce koje mogu ucinkovito proizvesti bioetanol iz
heksoza i pentoza. U tu svrhu, izolirani su i identificirani kvasci Kluyveromyces marxianus i
Candida krusei. Tijekom preliminarnih istraZivanja ispitana je ucinkovitost procesa
fermentacije glukoze kvascem S. cerevisiae u membranskom reaktoru pri ¢emu je
uc¢inkovitost procesa iznosila E = 18,015+5,370% $to je znatno manje u usporedbi sa $arznim
procesom pri istim pocetnim koncentracijama kvasca i Secera, gdje je ucinkovitost procesa
iznosila E = 80,668+0,561%. U sljede¢em koraku ispitan je utjecaj pocetne koncentracije
Secera glukoze (5, 10 i 50 g/L) i ksiloze (5, 10 i 20 g/L) na proizvodnju bioetanola
koristenjem kvasca K. marxianus i C. krusei. Prilikom fermentacije glukoze kvascem K.
marxianus najveéi koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yps = 0,093+£0,006 g/g),
ucinkovitost procesa (E = 18,194£1,278 %) 1 produktivnost procesa (Pr = 0,141+0,009
g/(L-h)) postignuti su prilikom fermentacije glukoze ¢ija je pocetna koncentracija iznosila 5
g/L. Prilikom fermentacije glukoze kvascem C. krusei, najveci koeficijent konverzije (Ypis =
0,105+0,009 g/g) 1 ucinkovitost procesa (E = 20,559+1,702 %) postignuti su prilikom
fermentacije 5 g/L glukoze dok je najveca produktivnost procesa (Pr = 0,038+0,002 g/(L-h))
postignuta fermentacijom 10 g/L glukoze. Analizom dobivenih produkata na kraju procesa
fermentacije ustanovljeno je da niti jedan kvasac nije uc¢inkovit u proizvodnji bioetanola iz
ksiloze, ali oba kvasca proizvode druge vrijedne sirovine poput 2,3-butandiola. Najvece
koncentracije 2,3-butandiola, yst = 0,412+0,018 ¢/L za kvasac K. marxianus i yet =
1,860+0,044 g/L za C. krusei, dobivene su fermentacijom podloga koje su sadrzale 10 g/L,
odnosno 20 g/L ksiloze. S obzirom na dobivene rezultate, na kraju istrazivanja provedena je

dvostupanjska fermentacija na kiselinskom hidrolizatu pivskog tropa. U prvom stupnju je



provedena fermentacija heksoza pomocu kvasca S. cerevisiae, a u drugom fermentacija
pentoza pomoc¢u kvasaca K. marxianus i C. krusei pri ¢emu su dobiveni sljedec¢i pokazatelji
uspjesnosti za K. marxianus Yps = 6,024+0,326 g/g, Ypis= 0,45140,024 g/g, E = 88,350+4,776
%, Pr = 0,262+0,014 g/(L-h) i ya7 = 1,710+£0,043 g/L te za C. krusei Ypss = 5,632+0,193 g/g,
Yeis = 0,42140,014 g/g, E = 82,589+2,830 %, Pr = 0,245+0,008 g/(L-h) i ys1 = 1,019+0,022
g/L.

Kljuéne rije¢i: bioetanol, Kluyveromyces marxianus, Candida krusei, fermentacija, pivski

trop



SUMMARY

Bioethanol is an alcohol produced by microbial fermentation. Normally, sugarcane,
beets and corn are the main crops used for ethanol production. However, there is a growing
interest in using lignocellulose, an abundant and inexpensive renewable energy source, as a
potential replacement substrate. The yeast Saccharomyces cerevisiae is typically used in the
fermentation process for ethanol production. However, in ethanol production from
lignocellulosic materials, S. cerevisiae encounters limitations in metabolizing pentoses,
lactose, and polysaccharides due to the lack of suitable enzymes and inefficient functioning of
the pentose phosphate pathway. Therefore, research efforts are increasingly focused on
microorganisms capable of fermenting these compounds, such as the yeasts

Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, and Candida and Pichia genera.

The aim of this study was to isolate yeasts capable of efficiently producing bioethanol
from hexoses and pentoses. For this purpose, the yeasts Kluyveromyces marxianus and
Candida krusei were isolated and identified. In preliminary studies, the efficiency of glucose
fermentation by S. cerevisiae yeast in a membrane reactor was investigated. The result was a
process efficiency of E = 18.015+5.370%, which is significantly lower than batch processes
with the same initial yeast and sugar concentrations, where the efficiency was
80.668+0.561%. Next, the influence of initial glucose (5, 10, and 50 g/L) and xylose sugar (5,
10, and 20 g/L) concentrations on bioethanol production with K. marxianus and C. krusei
yeasts was investigated. Fermentation of glucose with yeast K. marxianus achieved the
highest substrate-to-product conversion coefficient (Yps = 0.093£0.006 g/g), process
efficiency (E = 18.194+1.278%), and process productivity (Pr = 0.141+£0.009 g/(L-h)) when
the initial glucose concentration was 5 g/L. In glucose fermentation with C. krusei yeast, the
highest conversion coefficient (Yps = 0.105+0.009 g/g) and process efficiency (E =
20.559+1.702%) were obtained with 5 g/L glucose, while the highest process productivity (Pr
=0.038+0.002 g/(L-h)) was achieved with 10 g/LL glucose. Analysis of the final fermentation
products revealed that none of the yeasts was efficient in producing bioethanol from xylose,
but both yeasts produced other valuable compounds such as 2,3-butanediol. The highest
concentrations of 2,3-butanediol, yst = 0.412+0.018 g/L for K. marxianus yeast and yst =
1.860+0.044 g/L for C. krusei, were obtained during fermentation with a substrate containing
10 g/L and 20 g/L xylose, respectively. Based on the obtained results, two-stage fermentation
with acid hydrolysate from brewer's grains was performed at the end of the study. In the first

stage, hexose fermentation was performed with the yeast S. cerevisiae, while in the second



stage, pentose fermentation was performed with the yeasts K. marxianus and C. krusei. The
following performance indicators were obtained for K. marxianus: Yps = 6.024+0.326 g/g,
Yps = 0.451+0.024 g/g, E = 88.350+4.776%, Pr = 0.262+0.014 g/(L-h), and ysT
1.710+0.043 g/L, and for C. krusei: Yps = 5.632+0.193 g/g, Ypis = 0.421+0.014 g/g, E
82.589+2.830%, Pr = 0.245+0.008 g/(L-h), and ysT = 1.019+0.022 g/L.

Keywords: bioethanol, Kluyveromyces marxianus, Candida krusei, fermentation, brewer's

grains
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1. UvOD

Globalno zatopljenje predstavlja jedan od goru¢ih problema sadasnjice. Otapanje
ledenjaka, porast razine mora, gubitak bioraznolikosti te povecana koliCina staklenickih
plinova (ugljikov dioksid (CO2), metan (CHa4), ozon (Oz) i dusikovi oksidi (NxO)) u atmosferi
samo su neke od izravnih posljedica izgaranja fosilnih goriva. Kada se govori o fosilnim
gorivima, veliki problem predstavljaju i zalihe. Naime, zbog ubrzanog razvoja svjetskog
prometa i gospodarstva dolazi do njihovog vrlo brzog iscrpljivanja te se smatra kako ¢e, uz
postojece tehnologije proizvodnje, fosilnih goriva biti dovoljno za jos samo nekoliko

desetljeca.

Zbog svega navedenog, intenzivno se traga za alternativnim oblicima fosilnih goriva, a
u tom se kontekstu ¢esto spominju biogoriva (bioetanol, biodizel, biovodik, biometan itd.).
Biogoriva su obnovljivi i odrzivi izvori energije koji uz to doprinose smanjenju staklenickih
plinova u atmosferi. Osim toga, biogoriva su biorazgradiva te se smatraju relativno
bezopasnim za okoli§ [1]. Medu spomenutim biogorivima, bioetanol se smatra
najvjerojatnijom opcijom zamjene fosilnih goriva zbog trenutacnih dostignuca u proizvodnji
te mogucnosti njegovog koristenja u motornim vozilima (U raznim omjerima s benzinom) bez
dodatne preinake motora [2]. Svjetska proizvodnja bioetanola premasuje 130 milijardi litara

godisnje, pri ¢emu prednjace Sjedinjene Americke Drzave i Brazil [3].

Bioetanol je alkohol Kkoji se trenutno najvise proizvodi postupkom mikrobne
fermentacije iz sirovina koje sadrze Secer (Secerna trska i repa) i Skrob (kukuruz). Kao
alternativni izvor Secera sve se viSe koristi lignoceluloza. Lignoceluloza je jeftina i Siroko
dostupna sirovina koja se ne koristi u prehrani ljudi i Zivotinja, te je stoga preferirani supstrat
za njegovu proizvodnju. U danasnje vrijeme, bioetanol se ve¢inom proizvodi pomoc¢u kvasca
Saccharomyces cerevisiae, ali nedostatak koristenja tog kvasca je nemoguénost fermentacije
ksiloze, koja je sastavni dio lignoceluloznih materijala. S obzirom na to da su mikroorganizmi
koji u¢inkovito 1 brzo fermentiraju ksilozu, ali 1 ostale Secere, u bioetanol kljucni za razvoj
ekonomi¢nog procesa fermentacije na industrijskog skali, provode se razna istrazivanja s
ciljem pronalaska odgovaraju¢ih mikroorganizama. Najcesce istrazivani mikroorganizmi su

kvasci iz roda Kluyveromyces, Candida i Pichia [4].

Cilj ovog istrazivanja je provesti izolaciju kvasaca iz prirode koji mogu ucinkovito
fermentirati heksoze i pentoze iz lignoceluloznog materijala, pivskog tropa, u bioetanol.

Nakon izolacije, u seriji Sarznih pokusa ispitat ¢e se utjecaj pocetne koncentracije Secera



glukoze (5, 10 i 50 g/L) i ksiloze (5, 10 i 20 g/L) na proizvodnju bioetanola kao i razli¢iti
naéini provedbe procesa: Sarzni proces (jednostupanjski i dvostupanjski), te membranski
proces. Nakon odabira najboljeg procesa, provest ¢e se proces proizvodnje bioetanola iz

kiselinskog hidrolizata pivskog tropa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Biogoriva

Biogoriva, prihvatljiva alternativa fosilnim gorivima, se dobivaju iz organskog
materijala (Skrob, celuloza, lignocelulozni materijal itd.), a mogu biti u kapljevitom
(bioetanol, biobutanol, biodizel) ili plinovitom obliku (biometan, biovodik) [1]. Ovisno o vrsti

sirovine iz koje se dobivaju, dijele se na biogoriva prve, druge i tre¢e generacije [5].
e Biogoriva prve generacije

Sirovine koje se koriste za dobivanje biogoriva prve generacije su poljoprivredne
kulture kao Sto su kukuruz, Secerna trska, uljana repica te ulja i masti biljnog i zivotinjskog
podrijetla. Goriva poput bioetanola, biopropanola i biobutanola se dobivaju fermentacijom
Secera iz kukuruza, Secerne trske ili uljane repice pomoc¢u mikroorganizama. lako su procesi
dobivanja biogoriva prve generacije ucinkoviti, najve¢i problem je to Sto se spomenute

sirovine upotrebljavaju i u proizvodnji hrane $to otvara mnoga eti¢ka i ekonomska pitanja [1].
e Biogoriva druge generacije

Biogoriva druge generacije proizvode se iz lignocelulozne biomase. Prednost
lignocelulozne biomase (ostatci Sumske, drvne i poljoprivredne proizvodnje) je njena velika
dostupnost 1 cijena koja je niZza od cijene Secernih i Skrobnih sirovina [6]. Osim toga,
proizvodnja biogoriva iz lignoceluloznih sirovina ne konkurira proizvodnji hrane i nije
uzro¢nik oscilacije cijena prehrambenih sirovina. Nedostatak proizvodnje biogoriva druge
generacije je to Sto je tehnoloSki znacajno zahtjevnije za proizvodnju od biogoriva prve

generacije.
e Biogoriva trece generacije

Biogoriva tre¢e generacije dobivaju se iz algi. Prednost koriStenja algi je u tome $to Su
za njihov rast potrebni samo ugljikov dioksid, nutrijenti, voda i sunéeva svjetlost, a neke
kulture mogu rasti i u otpadnim vodama $to smanjuje troskove proizvodnje. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da je koriStenjem algi moguce proizvesti do 30 puta vise energije po
hektaru nego $to se to moze dobiti iz Zitarica poput soje. Osim toga, udio lipida u algama (vise
od 20% w/w) je znacajnije vec¢i od udjela lipida u tradicionalnim sirovinama. Proces
proizvodnje biogoriva iz algi jo§ nije komercijaliziran, ali smatra se da ¢e u buduénosti

donijeti revoluciju na energetskom trzistu [1].



2.2. Bioetanol

Bioetanol, alkohol (C:HsO), je bezbojna, bistra tekuc¢ina s mirisom slicnom eteru [4].
Bioetanol se danas u najvec¢oj mjeri proizvodi mikrobnom fermentacijom razli¢itih sirovina
kao $to su kukuruz, soja i pSeni¢na slama (bioetanol prve generacije), a u novije vrijeme i iz
lignoceluloze (bioetanol druge generacije). Bioetanol se trenutno smatra najpopularnijom
alternativom benzinu [2] unato¢ njihovim znacajnim razlikama u fizikalno-kemijskim

karakteristikama koje su navedene u Tablici 1.

Tablica 1. Usporedba fizikalno-kemijskih svojstava benzina i etanola [4]

Svojstvo Benzin Etanol
Molekulska
masa (g/mol) 100-105 46,07
Oktanski broj (-) 88-100 108
Gustoca (kg/L) = 0,69-0,79 0,79
Vreliste (°C) 27-225 78
Lediste (°C) -22,2 -96,1
Donja ogrjevna
vrijednost -103 30-33 21,1
(kJ/L)
Latentna toplina
isparavanja 289 854
(kJ/kg)
Topljivost u
vodi () Ne Da

Prednosti koristenja bioetanola u odnosu na benzin ukljucuju visoki oktanski broj,
nisko vreliste, visoku toplinu isparavanja te obogacenost kisikom (35 % w/w) §to omogucuje
smanjenje Stetnih emisija iz motora [1]. Unato¢ navedenim prednostima, koristenje bioetanola
ima i nedostataka kao $to su cijena sirovine za proizvodnju, cijena mikroorganizama Kkoji se
koriste u procesu fermentacija posebno ako se radi o genetski modificiranim organizmima,
trosak detoksikacije 1 troSak oporabe etanola [2]. Osim toga, bioetanol ima nisku
volumetrijsku energiju $to znaci da automobili zahtijevaju viSe bioetanola po kilometru u

usporedbi s konvencionalnim gorivima. Takoder, jo§ jedan nedostatak lezi u Cinjenici da

4



bioetanol moze degradirati odredene elastomere 1 korodirati odredene metale unutar vozila.
Takoder, ukoliko se koristi €isti, 100%-tni bioetanol, za pokretanje vozila postoji moguénost
otezanog paljenja pri niskim vanjskim temperaturama. Kako bi prevladali navedeni problem,

bioetanol se stoga mije$a s manjim koli¢inama benzina [1].

2.3. Sirovine za proizvodnju bioetanola

Kao §to je navedeno, razliCite vrste sirovina mogu se Koristiti za proizvodnju
bioetanola. S obzirom na izvor ugljikohidrata dijele se u tri glavne skupine: sirovine koje

sadrze Secer, sirovine koje sadrze $krob i lignocelulozne sirovine.

e Sirovine koje sadrZe Secer

NajceS¢e upotrebljavane sirovine za proizvodnju bioetanola koje sadrze Secer su
SeCerna trska i repa, ali se za tu svrhu upotrebljavaju i proizvodi koji su nusprodukt u
proizvodnji Secera kao $to je melasa. Ovim sirovinama nije potrebna prethodna obrada osim

usitnjavanja/mljevenja.
e Sirovine koje sadrze Skrob

Skrob je mijesavina linearnih (amiloza) i razgranatih (amilopektin) poliglukana, a
nalazi se u zitaricama kao $to su kukuruz, jeCam i pSenica. Za proizvodnju bioetanola iz
sirovina koje sadrze $krob potrebno je izvrSiti hidrolizu Skroba u glukozni sirup, najcesce
djelovanjem enzima a-amilaze i glukoamilaze, koji se potom pomocu kvasca S. cerevisiae
fermentira u bioetanol. Korak hidrolize je dodatni troSak u usporedbi s proizvodnjom
bioetanola iz sirovina koje sadrze jednostavne Secer. Enzim a-amilazu proizvode geneticki
modificirani sojevi bakterija Escherichia coli i Bacillus subtili dok glukoamilazu proizvode

plijesni Aspergillus niger i rod Rhizopus.
e Lignocelulozne sirovine

Lignoceluloza je gotovo ravnomjerno rasporedena na Zemlji $to osigurava sigurnost
opskrbe [4], a najces¢e se sastoji od celuloze, hemiceluloze i lignina organiziranih u
kompaktnu strukturu (Slika 1.). Vise o lignocelulozi u proizvodnji bioetanola biti ¢e receno u

poglavlju 2.4.1..
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Slika 1. Komponente lignoceluloze [7]

2.4. Proizvodnja bioetanola

Fermentacija je proces pretvorbe fermentabilnih Sefera u bioetanol pomocu
mikroorganizama, a ukoliko se radi o glukozi odvija se prema sljedecoj jednadzbi (jednadzba

1):
C¢H;,04 + 2ADP + 2P > 2C,H;OH + 2CO, + 2 ATP (1)

Put razgradnje SeCera do etanola ukljuuje glikolizu do piruvata, njegovu
dekarboksilaciju u acetaldehid i potom redukciju u etanol. Teoretsko maksimalno iskoriStenje
etanola iznosi 51 % iz heksoza, ali zbog razli¢itih nusprodukata alkoholne fermentacije

prakti¢na iskoriStenja iznose 90-95% teoretskog iskoriStenja [11].

Bioetanol se moZe proizvoditi Sarzno, kontinuirano i SarZzno s dotokom supstrata, a
optimalni postupak proizvodnje ovisi o sirovini i kori§tenim mikrorganizmima.

U S$arznoj fermentaciji mikroorganizmi se inokuliraju u konstantni volumen hranjive
podloge u reaktoru. Supstrat se postupno trosi, a mikroorganizmi rastu i proizvode bioetanol.
Nakon §to se hranjive tvari potroSe, fermentacija je zavrSena. Prednost SarZne fermentacije je
niska cijena, jednostavnost rada, niski rizik od kontaminacije i lagana sterilizacija, a
nedostatak nizi prinos u odnosu na Sarznu fermentaciju s dotokom i kontinuiranu
fermentaciju.

Sarzna fermentacija s dotokom supstrata je sliéna $arznoj fermentaciji, a razlikuje se
po tome Sto se hranjive tvari postupno dodaju u reaktor tijekom cijele fermentacije. Ovo
rezultira dodatnim porastom biomase S$to povecava prinos bioetanola. Nedostatak ovakve
proizvodnje bioetanola je volumno ograni¢enje reaktora $to moze ograniéiti koli¢inu unosa

supstrata.



Tijekom kontinuirane fermentacije, supstrat se kontinuirano uvodi u reaktor istom
brzinom kojom nastaje bioetanol, a on se istovremeno odvodi iz reaktora zajedno s
nusproduktima i toksi¢nim metabolitima. Kako se u kontinuiranim fermentacijama postize
konstantan volumen, maksimalni radni volumen ne ogranicava koli¢inu svjezeg medija koji se
moze fermentirati. Ovakav sustav moze kontinuirano proizvoditi bioetanol ¢ak i do nekoliko

mjeseci, ali zbog dugog vremena fermentacije, ovakve fermentacije su sklone kontaminaciji

[3].

2.4.1. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina zahtijeva naprednije tehnologije i
postrojenja zbog otpornosti i ¢vrste strukture materijala, a 0sim procesa fermentacije
ukljucuje jo$ 3 stupnja tj. dva stupnja predobrade i separaciju bioetanola na kraju procesa:

e predobrada sirovine
e hidroliza sirovine
e fermentacija

e separacija bioetanola.

Procesi predobrade se mogu podijeliti u 4 glavne skupine: fizikalne, bioloske,
kemijske i fizikalno-kemijske procese pri ¢emu su posljednja dva najcesce koristena. Koji
postupak ¢e se primjenjivati ovisi o koristenoj sirovini [4,8]. Neophodno je provesti neki od
postupka predobrade za postizanje uspjeSnog procesa fermentacije kako bi se otvorila
struktura lignocelulozne biomase te enzimi uspjesno preveli celulozu i hemicelulozu u
jednostavne Secere. Ovaj korak je neophodan, ali uzrokuje znatne dodatne troskove
proizvodnje [9].

Cilj koraka hidrolize je pretvorba celuloze i hemiceluloze u jednostavne, fermentabilne
SeCere. Jedni od najc¢escih inhibitora fermetacije, furfural i 5-hidroksimetil furfural, nastaju u
ovom koraku [8]. Postoje kiselinska i enzimatska hidroliza, a razlikuju se po nacinu cijepanja
molekula celuloze. Kiselinskom hidrolizom se sirovina tretira s 0,1-3% (w/w) sumpornom
kiselinom na temperaturama izmedu 160-200 °C. Nedostatak ovakvog postupka je nizak
prinos bioetanola i nuznost koriStenja materijala koji su otporni na koroziju, te potreba za
neutralizacijom kiseline $to dovodi do nastajanja gips (CaSOs) i ostalih produkata koji se
trebaju naknadno ukloniti. Enzimatskom hidrolizom se celuloza i hemiceluloza prevode u

jednostavne Secere djelovanjem celulolitiCkih enzima, celulaze i hemicelulaze. Ova tehnika
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hidrolize je okoliSno prihvatljiva, ali problem predstavlja visoka cijena enzima i manja

ucinkovitost [10].

Nakon proizvodnje bioetanola, bioetanol je potrebno proéistiti. Cisti bioetanol se ne
moze izdvojiti jednostavnom destilacijom zbog toga S$to s vodom tvori azeotropnu smjesu (W
=95,6 %) pri T = 78,15 °C. Iz tog razloga izdvajanje bioetanola provodi u dva stupnja:
e jednostavna destilacija etanola iz podloge
e dehidracija bioetanola primjenom azeotropne destilacije, ekstraktivna

destilacija, ekstrakcija tekucée-tekuce, adsorpcija [5].

2.5. Kvasci

Kvasci su heterogena skupina eukariotskih gljiva koji ve¢inom postoje kao
jednostani¢ni organizmi, a imaju raznoliku primjenu i utjecaj na industriju, biotehnologiju 1
okolis§ od drevnih civilizacija pa sve do danasnjeg dana. Koriste se za proizvodnju hrane, pica,
enzima, kemikalija i lijekova. Broj opisanih vrsta kvasaca raste svakim danom, medutim
industrijska primjena je ograniCena na mali broj vrsta koje uglavnom pripadaju rodu
Saccharomyces, Candida i Kluyveromyces. Kada se govori o proizvodnji bioetanola iz

hidrolizata lignocelulozne biomase naj¢esce se koriste kvasci roda:

e Saccharomyces

e Candida

e Kluyveromyces

e Pichia (Scheffersomyces)
e Schizosaccharomyces

e Pachysolen

Uz kvasac S. cerevisiae, koji je najviSe istraZzen i korisSten, istraZivani su i kvasci
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis i marxianus te vrste koje pripadaju
rodovima Candida, Pichia (Scheffersomyces) i Pachysolen. Pored kvasaca iz roda
Saccharomyces, koji se najcesce koriste za komercijalno dobivanje bioetanola, smatra se da
najveéi potencijal za buducu industrijsku primjenu imaju kvasci iz roda Pichia

(Scheffersomyces)[12,13].



2.5.1. Saccharomyces cerevisiae

Medu koriStenim kvascima S. cerevisiae je najkoriSteniji kvasac u podrucju
biotehnologije zbog svoje dostupnosti, dobro istrazenog genoma, poznate fizionomije i
jednostavnosti koristenja [12]. Vaznost ovog kvasca u proizvodnji bioetanola je neupitna, S
obzirom na to da je to mikroorganizam koji se najcesc¢e koristi za dobivanje bioetanola prve
generacije (iz Secera i Skrobnih sirovina) [14].

Posjeduje dobru sposobnost rasta pri visokim koncentracijama bioetanola i Secera u
smjesi $to rezultira visokim prinosom bioetanola do 0,45-0,50 Qetanol/Qglukoza t€ Visokom
produktivnosti od 2-5 g/(L-h). Kvascima S. cerevisiae ima i status GRAS organizma (engl.
Generally Recognised as Safe) $to pojednostavljuje proces proizvodnje. lako najjednostavnije
metabolizira glukozu, moze metabolizirati jo$ i fruktozu, saharozu i maltozu [5]. Glavni
nedostatak koriStenja S. cerevisiae u proizvodnji bioetanola je nemogucnost rasta na
pentozama koje su vrlo zastupljene u lignocelulozi. Zbog toga se primjenjuju razliciti pristupi
kao $to je to genetska modifikacija kako bi se metaboli¢ki putevi za koriStenje ovih pentoza

integrirali u kvasac [13].

2.5.2. Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus (Slika 2.) je prvi puta opisan i identificiran nakon izolacije
iz grozda kao kvasac koji pripada rodu Saccharomyces te je nazvan Saccharomyces
marxianus. Vrsta je naknadno, zbog razlika s kvascima roda Saccharomyces, prebacena u rod

Kluyveromyces[12].
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Slika 2. Stanice kvasca K. marxianus [15]



To je Crabtree-negativni, homotali¢ni, hemiaskomicenti kvasac s GRAS statusom koji
je sestrinska vrsta poznatijeg kvasca Kluyveromyces lactis. Najcesce se izolira iz mlije¢nih
izvora kao Sto su fermentirano mlijeko, jogurt i sirevi, a jedna od glavnih znacajki ovog
kvasca je sposobnost koristenja laktoze kao izvora ugljika [15]. Ovaj kvasac je od posebnog
interesa za industrijsku primjenu zbog svojih specificnih svojstava koja ukljucuju vecu brzinu
rasta od bilo kojeg drugog eukariota, termotolerantnost (sposobnost rasta do 52 °C),
sposobnost asimilacije Sirokog spektra Secera, te proizvodnju bioetanola fermentacijom.
Takoder, ovaj kvasac proizvodi i enzim inulinazu i f-galaktozidazu.

Rast ovog kvasca pri temperaturama do 52 °C i moguc¢nost provedbe fermentacije pri
temperaturama iznad 40 °C vrlo je bitno s industrijskog gledista. Brza fermentacija na
poviSenim temperaturama moze smanjiti troSkove hladenja i kontinuirani prijelaz s
fermentacije na destilaciju, smanjiti rizik od kontaminacije, te omogucuje provodenje
istovremene saharifikacije i fermentacije. Osim toga, K. marxianus moze za proizvodnju
bioetanola koristiti Sirok raspon jeftinih supstrata poput melase i sirutke, a za razliku od S.
cerevisiae kao supstrat za proizvodnju bioetanola moze koristiti i ksilozu. Nedostatak mu je to
§to mu je rast inhibiran ve¢ i pri manjim koncentracijama bioetanola u smjesi [12]. Unato¢
prethodno navedenim znacajkama, intenzivnije proucavanje K. marxianus krenulo je tek
nedavno, a dosadas$nji rezultati pokazuju da ima potencijala postati vodeé¢i kvasac za mnoge
biotehnoloske procese.

Osim u proizvodnji bioetanola, ovaj kvasac proizvodi i druge, industrijski bitne

spojeve kao $to su 2,3-butandiol i glicerol [16].

2.5.2.1. Glicerol

Glicerol (C3HgOs3) je organski spoj koji pripada skupini Secernih alkohola, a takoder je
poznat pod nazivom 1,2,3 propantriol i glicerin. Njegova struktura prikazana je na Slici 3.

HO OH

OH

Slika 3. Struktura glicerola [17]
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Moze se proizvesti mikrobnom fermentacijom i kemijskom sintezom [18]. Glicerol je
glavni nusprodukt fermentacije prilikom proizvodnje bioetanola, a koncentracija ostalih
nusprodukata je znacajno manja. Takoder, ima vaznu fiziolosku ulogu u regulaciji osmotskog
tlaka u stanici kvasca [5]. Ima Sirok raspon primjene u mnogim industrijama kao $to su

industrija boja, kozmeticka, prehrambena i farmaceutska industrija [18].

2.5.2.2. 2,3-Butandiol

2,3-Butandiol (C4H1003) pripada skupini organskih spojeva poznatih kao 1,2-dioli. To
su polioli koji sadrze hidroksilne skupine na dva susjedna C atoma (Slika 4.) [19].

CH3

HO
OH

CHs

Slika 4. Struktura 2,3-butandiola [19]

Potencijalno je vazna sirovina za primjenu u kemijskoj, kozmeti¢koj 1 poljoprivrednoj
industriji. Koristi se kao prekursor za sintezu 1,3-butadiena koji je monomer koristen u
proizvodnji sinteticke gume, a moze se Koristiti i kao sredstvo protiv smrzavanja. Osim toga,
njegovi derivati se mogu koristit kao sredstvo za poboljSanje okusa, za pospjesivanje rasta
biljaka, kao aditiv za tekuce gorivo itd.

Proizvodnja 2,3-butandiola putem mikrobne fermentacije s bakterijama Klebsiella
pneumoniae, Kluyveromyces oxytoca, Paenibacillus polymyxa, i Enterobacter sp. rezultira
visokom produktivno$éu, ali istovremeno rezultira proizvodnjom razli¢itih nusprodukata kao
Sto su acetat, etanol, laktat itd. Komercijalizacija ovog spoja je usporena iz razloga $to
bakterije koje su njegovi proizvodaci, ve¢inom pripadaju klasi patogenih mikroorganizama
Sto zahtijeva stroge sigurnosne propise U industrijskoj primjeni [20]. Osim toga, izdvajanje
2,3-butandiola iz fermentacijske smjese je problemati¢no zbog niske koncentracije, topljivosti

u vodi te prisutnosti ostalih spojeva [21].
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2.5.3. Candida krusei

Candida krusei je nekonvencionalni kvasac poznat i pod imenima Issatchenkia
orientalis i Pichia kudriavzevii. Moze se lako izolirati iz prirode [22] i hrane kao §to su
fermentirane namirnice i mlije¢ni proizvodi. Ovaj kvasac privlaéi pozornost sve veceg broja
znanstvenika zbog biotehnoloskog potencijala, ali jo§ uvijek ima ograni¢enu primjenu zbog
svoje patogene prirode.

Stanice C. krusei su izduzene poput oblika rize i dimenzija 2,2-5,6 um x 4,3-15,2 um
(Slika 5.), a repliciraju se pupanjem [23]. Maksimalna temperatura na kojoj moze rasti je 43 —
45 °C sto je pozeljno za fermentaciju. Ovaj kvasac otporan je i na razne inhibitore koji se
dobivaju prethodnom obradom lignocelulozne biomase, tolerantan je na prisutnost octene
kiseline (do 75 mmol/L) te mravlje kiseline (do 10 mmol/L). Otporan je i na razli¢ite okolisne
uvjete kao sto su promjene u pH, velike koncentracije soli i visoka temperatura. Zbog svoje
velike otpornosti smatra se obecavaju¢om alternativom za odrZivu proizvodnju bioetanola
[22]. Uz to, prilikom proizvodnje bioetanola ne proizvodi nusprodukta kao $to je npr. jantarna
kiselina koju proizvodi S. cerevisiae ili glicerol i 2,3-butandiol koje proizvodi K. marxianus
[23].

Slika 5. Stanice kvasca C. krusei [23]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Za provedbu eksperimenta koristene su sljede¢e kemikalije:
e 2,3-butandiol, Acros Organics, Belgija
e 3,5-dinitrosalicinska kiselina, Fluka, Kina
e agar od sladnog ekstrakta, Biolife Italiana, Italija
e aktivni ugljen, Lach-Ner, Ceska
e amonijev sulfat, Kemika, Hrvatska
e Analytical Profile Index (API 20 C AUX), BioMérieux®, Francuska
e D(+)-glukoza, Gram mol, Hrvatska
e di-amonijev hidrogenfosfat, Fluka, Kina
e di-natrijev hidrogenfosfat, VWR Chemicals, Ujedinjeno Kraljevstvo
e etanol, Gram mol, Hrvatska
e glicerol, Gram mol, Hrvatska
e glukoza GOD-PAP test, Greiner, Njemacka

e Kkalijev natrijev tartarat tetrahidrat, Fluka, Francuska
® Kkalcijev hidroksid, Gram Mol, Hrvatska

® krumpir dekstroza agar, Biolife Italiana, Italija

o D(+)-ksiloza, VWR Chemicals, Belgija

e kvascev ekstrakt, Liofilchem, Italija

e natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, Merck, Njemacka

e natrijev hidroksid, Gram Mol, Hrvatska

3.1.1.1. Materijali koriSteni za izolaciju kvasaca

e Dbiootpad — otpadci voca i povrca prikupljenih na zagrebac¢kim trznicama

e komad trulog drveta prikupljenog u Sumi

3.1.1.2. Kiselinski hidrolizat pivskog tropa

Kiselinski hidrolizat pivskog tropa dobiven je s Prehrambeno tehnoloskog fakulteta u
Zagrebu. Kiselinska hidroliza pivskog tropa provedena je na nacin da je 1 kg suhog pivskog

tropa i 10 L 0,5 %-tne H2SO4 dodano u visokotla¢ni reaktor. Kiselinska hidroliza provedena
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je 10 minuta pri 180 °C. Nakon obrade, 6,8 L kiselinskog hidrolizata je ohladeno,
centrifugirano 30 minuta na 5000 o/min nakon ¢ega je izdvojen supernatant koji je koriSten za

daljnje eksperimente.

3.1.2. Oprema

Za provedbu eksperimenta koriStena je sljede¢a oprema:

e centrifuga, Universal 320 R, Hettich, SAD

e laboratorijska tresilica, Crux d.o.o0., Hrvatska

e magnetska mijeSalica, MS-3000, Biosan, Latvija

e magnetska mijesalica, Rotamix S-10, Tehtnica, Slovenija

e svjetlosni mikroskop, Olympus BX50, Keyence, Belgija

e pH-metar Lab 860, Schott Instruments, Njemacka

e 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 pm,
Phenomenex, SAD)

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

® spektrofotometar, UV-1601, Shimadzu, Japan

e sterilizator, Sutjeska, Srbija

® suSionik, Sutjeska, Srbija

e vodena kupelj, Thermomix 1420, Braun, Njemacka

3.2. Metode

3.2.1. Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije glukoze

Koncentracija glukoze u uzorcima odredivana je pomocu enzimske GOD-PAP metode
u kojoj enzim glukoza oksidaza katalizira oksidaciju glukoze i pritom oslobada vodikov
peroksid. U sljede¢em koraku enzim reagira s 4-hidroksibenzoatom i 4-amino-fenazonom u

prisutnosti peroksidaze stvarajuci crveni kinonimin ¢iji je intenzitet obojenja proporcionalan

koli¢ini glukoze prisutne u samom uzorku [25].

3.2.1.1. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije glukoze

Nepoznata koncentracija glukoze u uzorku odredivana je spektrofotometrijski pri

valnoj duljini od 4 = 500 nm uz pomo¢ bazdarnog dijagrama. Za izradu bazdarnog dijagrama
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koristena je standardna otopina glukoze koncentracije 5,55 mmol/L koja je razrijedena na Sest
otopina koncentracija u rasponu 0,17 — 5,55 mmol/L. Mjerenje se provodilo na nacin da se u
prazne Eppendorf vijalice dodalo 10 pL uzorka i 1 mL radnog reagensa (Smjesa 4-
aminoantipirina, glukoze oksidaze, peroksidaze, fosfatnog pufera pH = 7,5, fenola, detergenta
i stabilizatora). Smjesa je potom homogenizirana te zagrijavana 10 minuta na T = 37 °C.
Nakon to¢no 10 min, spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 4 =
500 nm. Svako mjerenje provedeno je u tri paralelne probe. Slijepa proba pripremljena je na
isti na¢in, pri ¢emu je umjesto 10 uL uzorka dodana ista koli¢ina ultraciste vode. Dobiveni
bazdarni dijagram predstavlja ovisnost apsorbancije o poznatoj koncentraciji glukoze (Prilog

1),

3.2.2. Spektofotometrijsko mjerenje koncentracije ukupnih Seéera

Koncentracija ukupnih reduciraju¢ih Seéera u uzorku odredivana je pomocu DNS
reagensa. DNS reagens sadrzi 3,5-dinitrosalicilnu kiselinu koja se u prisutnosti slobodnih
karbonilnih skupina (C=0) u reduciraju¢im Secerima reducira u 3-amino-5-nitrosalicilnu
kiselinu, aromati¢ni spoj crvenkasto-smeckaste boje koji apsorbira svjetlost pri 4 = 575 nm

[26].

3.2.2.1. Priprema DNS reagensa

DNS reagens je pripremljen otapanjem 4,36 g 3,5-dinitrosalicinske kiseline u 160 mL
otopine natrijeva hidroksida (¢ = 0,5 mol/L) u vodenoj kupelji na 70 °C. Otapanje je
provedeno uz konstantno mije$anje uz postupno dodavanja 60 g soli kalijeva natrijeva
tartarata tetrahidrata. Nakon otapanja komponenti, DNS reagens je ohladen na sobnu
temperaturu (T = 25 °C) te nadopunjen ultra¢istom vodom do 200 mL. DNS reagens je

potrebno ¢uvati na hladnom (T =4 °C) i u tamnoj boci.

3.2.2.2. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih Secera

Nepoznata koncentracija ukupnih Secera u uzorku odredivana je spektrofotometrijski
pomocu bazdarnog dijagrama (Prilog 2.). Za izradu dijagrama koristena je standardna otopina
glukoze 5,55 mmol/L koja je razrijedena u Eppendorf vijalicama na Sest otopina koncentracije
u rasponu izmedu 0,17 — 5,55 mmol/L. U staklenu epruvetu se dodalo 1,5 mL DNS reagensa,
0,5 mL otopine glukoze i 0,5 mL ultradiste vode. Slijepa proba je umjesto 0,5 mL otopine
glukoze sadrzavala 0,5 mL ultraciste vode. Tako pripremljena smjesa zagrijavana je 15 min u

vodenoj kupelji na T = 100 °C, a potom ohladena u hladnoj (T = 25 °C) vodenoj kupelji 15
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min. Ohladenom uzorku mjerena je apsorbancija na valnoj duljini od A = 575 nm u tri

paralelne probe.

3.2.3. Mjerenje koncentracije bioetanola, glicerola i 2,3-butandiola plinskom

kromatografijom

Koncentracije bioetanola, glicerola i 2,3-butandiola odredivane su na plinskom
kromatografu s plameno-ionizacijskim detektorom, na polarnoj koloni ZB-Wax (I = 30 m; ID
= 0,53 mm; df = 1 um) i koristenjem plina duSika kao nosioca. Prije analize na plinskom
kromatografu svaki uzorak je filtriran kako bi se uklonile stanice kvasca (Filter Chromafil
Xtra PA-20/25; 0,2 um, 25 mm, Macherey-Nagel GmbH CoKG, Njemacka). Prilikom analize
bioetanola temperatura injektora i detektora iznosila je T = 240 °C. Kolona se grijala 1 min na
temperaturi T = 50 °C, nakon Cega se zagrijavala na T = 125 °C tijekom 6 minuta. Vrijeme
zadrzavanja bioetanola bilo je 1,73 min. Prilikom analize glicerola i 2,3-butandiola
temperatura injektora i detektora iznosila je 240 °C. Vrijeme zadrZavanja 2,3-butandiola bilo
je 1,746 min, a glicerola 6,220 min. Koncentracije produkata u uzorcima su odredene pomocu

bazdarnih dijagrama (Prilozi 3., 4.1 5.).

3.2.4. Odredivanje koncentracije biomase
3.2.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje biomase

Koncentracija biomase kvasca se tijekom wuzgoja kvasca odredivala
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 4 = 600 nm (ODsgo). U odredenim vremenskim
intervalima uzimano je otprilike 1 mL uzorka stanica kvasaca koje je bilo potrebno razrijediti
u slucaju da je apsorbancija ve¢a od 1,0. Prije samog odredivanja koncentracije kvasaca
napravljen je bazdarni dijagram mjerenjem apsorbancije suspenzija poznatih koncentracija

kvasaca ( yx = (ODeoo- 0,2208)/1,5562)).

3.2.4.2. Gravimetrijsko odredivanje biomase

Mikrobni rast stanica kvasca moze se pratiti i povecanjem mase stanica koja se moze
odrediti iz suhe tvari mikrobnih stanica u kulturi, odnosno gravimetrijskom metodom [11].
Nakon zavrSetka fermentacije 10 mL uzoraka uzimano je iz tikvica u prethodno izvagane
Falcon epruvete. Uzorci su centrifugirani na 4500 o/min 10 minuta pri temperaturi od T = 25

°C. Epruvete sa talogom biomase su potom osusene u susioniku (T = 90 °C) do konstantne
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mase. Nakon suSenja, epruvete SU izvagane, a iz razlika masa i poznatog pocetnog volumena

uzorka izra¢una se koncentracija biomase.

3.2.5. Izolacija kvasaca
3.2.5.1. Izolacija kvasca iz biootpada

Kvasac iz biootpada izoliran je na nac¢in da se 10 g suhe tvari biootpada dodalo u 100
mL sterilne vode. Tako pripremljena smjesa je potom homogenizirana na sobnoj temperaturi
(T = 25 °C) tijekom 60 minuta na rotacijskoj tresilici pri 160 o/min. Potom se 1 mL
homogeniziranog uzorka otpipetira u Petrijevu zdjelicu i pomijeSa s agarom od sladnog
ekstrakta (engl. Malt Extract Agar). Inkubacija uzorka na temperaturi od T = 28 °C trajala je
3-5 dana. Nakon inkubacije odredenje broj izraslih kolonija na agaru. Kolonija kvasca koja je
bila morfoloski razli¢ita od ostalih i koja je dominirala u odnosu na ukupni broj kolonija,
precijepljena je viSe puta tehnikom iscrpljivanja u cilju dobivanja zasebne i Ciste kolonije.
Nakon dobivanja ciste kolonije, kvasac je mikroskopiran pod svjetlosnim mikroskopom te
identificiran koristenjem API 20 C AUX.

3.2.5.2. Izolacija kvasca iz trulog drveta

Kvasac iz trulog drva (Slika 6.) izoliran je na nacin da se trulo drvo usitnilo i stavilo u
50 mL tekuée hranjive podloge krumpirovog dekstroznog agra (engl. Potato Dextrose Agar) s
dodatkom ksiloze. Pripremljena suspenzija je potom homogenizirana 24 sata na rotacijskoj
tresilici pri 160 o/min na sobnoj temperaturi (T = 25°C). Nakon homogenizacije, 1 mL
suspenzije se otpipetiralo u Petrijevu zdjelicu te se dodao krumpir dekstroza agar. Petrijeve
zdjelice s izoliranim kulturama su inkubirane 3-5 dana pri T = 28 °C. Kolonija kvasca koja je
morfoloski razli¢ita i koja je dominirala u odnosu na ukupni broj kolonija, precijepljena je
vi$e puta tehnikom iscrpljivanja u cilju dobivanja zasebne i Ciste kolonije. Nakon dobivanja
Ciste kolonije, kvasac je mikroskopiran pod svjetlosnim mikroskopom te identificiran pomo¢i
APl 20 C AUX.
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Slika 6. Trulo drvo koristeno za izolaciju kvasaca

3.2.6. Uzgoj kvasaca K. marxianus i C. krusei na teku¢im podlogama

Uzgoj izoliranih kvasaca K. marxianus i C. krusei proveden je na hranjivim
podlogama koje su sadrzavale kvascev ekstrakt (y = 6,0 g/L), (NH4)2HPO4 (y = 4,0 g/L),
(NH4)2SO4 (y = 4,0 g/L) i glukozu (yec = 20 g/L) otopljene u ultra¢istoj vodi.

Nakon pripreme, hranjive podloge su sterilizirane na temperaturi od T = 121 °C tokom
30 minuta. Nakon sterilizacije, tikvice sa sterilnim podlogama ohladene su na sobnu
temperaturu (T = 25 °C) nakon Cega su nacijepljene izoliranom kulturom kvasca. Kvasac se
uzgajao na laboratorijskoj tresilici pri 100 o/min i sobnoj temperaturi (T = 25 °C). Tijekom

vremena je pracena promjena koncentracije Secera, biomase kao i nastalog bioetanola.

3.2.7. Jednosupstratna fermentacija kvascima K. marxianus i C. krusei u SarZnom
reaktoru V = 200 mL

Reakcija fermentacije glukoze i ksiloze pomoc¢u kvasca K. marxianus i C. krusei
koncentracije yx = 1 g/L provedena je na hranjivim podlogama razli¢ite pocetne koncentracije
glukoze (yc =5 g/L, yc =10 g/L i yc = 50 g/L) i ksiloze (yk =5 g/L, yx =10 g/L i yx = 20
g/L). Hranjive podloge volumena 200 mL su osim Secera sadrzavale i ultracistu vodu, kvascev
ekstrakt (y = 1,5 g/L), soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L). Pripremljene
hranjive podloge su sterilizirane u Erlenmeyer tikvicama na T = 121 °C i ohladene na sobnu
temperaturu (T = 25 °C). Fermentacija je zapoceta dodatkom kvasca u hranjivu podlogu.
Proces je proveden u Sarznom reaktoru pri sobnoj temperaturi (T = 25 °C) i na laboratorijskoj
tresilici pri 100 o/min. U vremenskim intervalima, iz tikvica su sterilno uzimani uzorci u
kojima je pracena biomasa, a nakon filtracije (CHROMAFIL Xtra PTFE-45/25,
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) i promjena koncentracije bioetanola i Se¢era. Na

temelju dobivenih vrijednosti, izracunati su pokazatelji uspjesnosti bioprocesa.
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3.2.8. Dvosupstratna fermentacija kvascima K. marxianus i C.krusei u $arZznom
reaktoru V =200 mL

3.2.8.1. Provedba jednostupanjske fermentacije modelne otopine glukoze i ksiloze

u Sarznom reaktoru V =200 mL

Jednostupanjska fermentacija glukoze i ksiloze pomoc¢u kvasca K. marxianus i C.
krusei provedena je na hranjivoj podlozi sljedeteg sastava: ultracista voda, kvascev ekstrakt (y
=1,5g/L), soli (NH4):HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L), glukoza (yc = 18 g/L) i
ksiloza (yx = 12 g/L). Nakon sterilizacije podloge (30 minuta na T = 121 °C), u ohladenu
podlogu sterilno je nacijepljeno 1 g/L oba kvasca. Proces je proveden pri sobnoj temperaturi
(T = 25 °C), a smjesa je mijeSana na laboratorijskoj tresilici pri 100 o/min. U vremenskim
intervalima, iz tikvica su sterilno uzimani uzorci u kojima je pra¢ena biomasa, a nakon
filtracije (CHROMAFIL Xtra PTFE-45/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) i
promjena koncentracije bioetanola i Secera. Na temelju dobivenih vrijednosti, izraGunati su

pokazatelji uspjesnosti bioprocesa.

3.2.8.2. Provedba dvostupanjske fermentacije modelne otopine glukoze i ksiloze u

Sarznom reaktoru V =200 mL

Dvostupanjska fermentacija glukoze i ksiloze pomocu kvasca K. marxianus i C. krusei
provedena je na hranjivoj podlozi sljedeCeg sastava: ultracista voda, kvas¢ev ekstrakt (y = 1,5
g/L), soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0 g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L), glukoza (yc = 18 g/L) i ksiloza
(yk = 12 g/L). Nakon sterilizacije podloge (30 minuta na T = 121 °C), u ohladenu podlogu
sterilno je nacijepljen je kvasac S. cerevisiae yx = 3,6 g/L. Proces je proveden pri sobnoj
temperaturi (T = 25 °C), a smjesa je mijeSana na laboratorijskoj tresilici pri 100 o/min. U
vremenskim intervalima, iz tikvica su sterilno uzimani uzorci u kojima je pracena biomasa, a
nakon filtracije (CHROMAFIL Xtra PTFE-45/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG)
i promjena koncentracije bioetanola i glukoze. Kada je sva glukoza potroSena, kompletna
podloga je centrifugirana (10 min na 5000 o/min) kako bi se uklonile stanice kvasca. U
sljede¢em koraku je u istu podlogu dodano 1g/L kvasca K. marxianus ili C. krusei. Provedba
pokusa nastavljena je pri istim procesnim uvjetima. U vremenskim intervalima, iz tikvica su
sterilno uzimani uzorci u kojima je pracena biomasa, a nakon filtracije (CHROMAFIL Xtra
PTFE-45/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) i promjena koncentracije bioetanola i

ksiloze. Na temelju dobivenih vrijednosti, izraCunati su pokazatelji uspjesnosti bioprocesa.
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3.2.9. Provedba fermentacije u kontinuiranom membranskom reaktoru V =10 mL

Reakcija fermentacije glukoze provedena je u kontinuiranom membranskom reaktoru
prikazanom na Slici 7. Volumen membranskog reaktora iznosio je 10 mL, a izraden je od
nehrdajuceg Celika. U ovaj tip reaktora, reakcijska smjesa/supstrat se dobavlja s dna reaktora
(1), a produkt izlazi na vrhu (6). Kako bi se pospjeSio prijenos tvari, a sama smjesa
homogenizirala, unutar samog reaktora nalazi se magnetsko mijeSalo (3). Osim magnetskog
mijeSala unutar reaktora nalazi se membrana (4) koja zadrzava kvasac tijekom fermentacije
dok istovremeno kroz nju prolazi smjesa glukoze i bioetanola te razdjeljivac protoka (5) kojim
se ostvaruje jednolik dotok smjese na membranu. Kako bi proces fermentacije zapoceo, u
reaktor se unose stanice kvasca kroz septum za uzimanje uzoraka (2). Konstantan protok kroz
reaktor ostvaruje se pomocu klipne pumpe, a mijeSanje se osigurava pomocu magnetske

mijesalice na kojoj se nalazi reaktor (Slika 8.) [27].

Slika 7. Dijelovi membranskog reaktora
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Slika 8. Aparatura potrebna za provedbu reakcije fermentacije pomoc¢u membranskog

reaktora

Fermentacija glukoze pomocu kvasca S. cerevisiae provedena je na hranjivoj podlozi
sljedeceg sastava: ultraCista voda, kvaséev ekstrakt (y = 1,5 g/L), soli (NH4)2HPO4 (y = 1,0
g/L) i (NH4)2SO4 (y = 1,0 g/L) 1 glukoza (yc = 5 g/L). Nakon sterilizacije podloge (30 minuta
na 121 °C), podloga je ohladena na sobnu temperaturu (25 °C), a kvasac (yx = 1,0 g/L) je
injektiran u reaktor pomocu sterilne igle te je time zapocela reakcija fermentacije. U
membranski reaktor dopremano je 16,67 uL/min glukoze ys = 5,0 g/L. Protok toka svjezeg
supstrata izraunat je na temelju prosjecne brzine potro$nje i koncentracije glukoze u toku

svjezeg supstrata [28].

3.2.10. Provedba fermentacije kiselinskog hidrolizata pivskog tropa

Za potrebe provedbe eksperimenta, uzeto je 400 mL kiselinskog hidrolizata
pivskog tropa koji je centrifugiran 10 min na 5000 o/min kako bi se uklonile zaostale ¢vrste
tvari. Supernatant je izdvojen i u njege je dodano 18 g/L aktivnog ugljena s ciljem dodatnog
uklanjanja necisto¢a. Suspenzija je mijeSana 60 min na magnetskoj mjesalici. Aktivni ugljen
je potom uklonjen vakuum-filtracijom na Biichnerovom lijevku. Dobivena otopina je u
sljede¢em koraku tretirana dodatkom Ca(OH)2 do postizanja pH 5,8. Nastali talog je uklonjen
centrifugiranjem (10 min na 5000 o/min), a supernatant, odnosno procis¢eni hidrolizat
pivskog tropa, koriSten je za fermentaciju.

U dobiveni hidrolizat pivskog tropa je potom dodano y = 1,5 g/L kvas¢evog ekstrakta
te y = 1,0 g/L soli (NH4)2HPOa4 i (NH4)2SOs. Smjesa je podijeljena u dva dijela te sterilizirana
na temperaturi 121 °C u trajanju od 15 min.

Dvostupanjska fermentacija je provedena kao $to je opisano u poglavlju 3.2.8.2.
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3.2.11. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa

Ocjena uspjesnosti provedbe procesa fermentacije provedena je pomocu sljedecih

pokazatelja [29]:

Prinos produkta (Ye):

Yp =vp — vp, (&8/L) (2)
Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Ypss):

Yp— Vp
Ypjs =210 3
e — (g/g8) 3)

Ucinkovitost bioprocesa (E):

E= YP/S (stvarni)

= -100(%) (4)
Yo/s (teorijski)

Produktivnost bioprocesa (Pr):

Yp
Pr="—(g/(L-h) (5)

3.2.12. Matematicki (reaktorski i kineti¢ki) modeli procesa proizvodnje bioetanola

Matematicki modela procesa fermentacije ukljucuje reaktorski i kineticki model.
Prilikom razvoja modela potrebno je obratiti paznju na znacajke reakcijskog sustava (pH,
temperatura, koncentracije produkata, reaktanata 1 stanica), znaajke reakcije
(termodinamicke 1 kineticke konstante), znacajke biokatalizatora kao 1 njthove medusobne

zavisnosti.

3.2.12.1. SarZni reaktor

Sarzni reaktor je tip reaktora za koji je karakteristi¢no da nema izmjene tvari s
okolinom tj. nema dodavanja reaktanta ili uklanjanja produkta tijekom provedbe reakcije.
Reakcijska smjesa unese se u reaktor prije pocetka reakcije, a prazni se po zavrsetku procesa.
Ovakav tip reaktora se najceScCe je koristeni tip reaktora u industriji. Matemati¢ki model
reaktora predstavljaju bilance tvari za pojedine komponente koje se nalaze u reakcijskoj

smjesi. Stoga je za razvijanje matematickog modela fermentacije potrebno postaviti bilance za
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supstrate glukozu (G), ksilozu (K), produkt bioetanol (E) i biomasu (X) - Jednadzbe 6,7,8,9
(Prilog 6.-8.) [30].

%?u-%‘c (6)

%?u-%{ )
%w-%(&
%—M'VX )

Pri ¢emu je u Monodova jednadzba (Jednadzba 10) proSirena izrazom za inhibiciju
supstrata s obzirom da visoke koncentracije bioetanola u smjesi inhibiraju rast stanica kvasca i
brzinu nastajanja produkta [31].

Vs ) ( YE )
u HUmax ( Ks + 75 Ve (10)

3.2.12.2.Membranski reaktor

Membranski reaktor je reaktor za istovremeno izvodenje reakcije i1 odvajanje
produkata pomoc¢u membrane[32]. Ukoliko se u reaktoru nalazi jedan supstrat koji daje jedan
produkt, bilanca tvari za membranski reaktor moze se prikazati sljede¢cim jednadzbama

(Prilog 9.).

dyx
=y —ky - 11
Mo a'rx (11)

4vG _ YGoTVG _ p- X (12)

dt T YX/G
dyE _  YE C¥x
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Pri ¢emu je u Monodova jednadZzba proSirena izrazom za inhibiciju supstrata.

YaG ) ( VE)
= - (1-28) (14
U= Hmax <K5+YG Ve (14)

3.2.12. Obrada podataka

Eksperimentalno dobiveni podaci, koji ukljucuju ovisnost promjene koncentracije
glukoze, ksiloze, bioetanola i biomase o0 vremenu, opisani su matematickim modelom
dobivenog pomoc¢u programskog paketa SCIENTIST (MicroMath® Scientist® for
WindowsTM, Version 2.0). Parametri modela procijenjeni su na temelju eksperimentalno
dobivenih podataka koriStenjem simpleks metode i metode najmanjih kvadrata koji
predstavljaju usporedbu matematickog modela s eksperimentalnim podacima sve dok se ne
postigne minimalna greSka izmedu eksperimentalnog seta podataka i onih podataka dobivenih
modelom. SCIENTIST daje razne statisticke parametre koji govore o uspjesnosti procjene kao

§to su suma kvadrata odstupanja, standardna devijacija i korelacija [27].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je izolirati kvasce za proizvodnju bioetanola iz kiselinskog
hidrolizata pivskog tropa. Kvasac K. marxianus izoliran je iz biootpada, a iz C. krusei kore
trulog drveta. Nakon izolacije kvasaca, fermentacija modelne otopine Secera je provedena u
Sarznom reaktoru i to kao jednostupanjski i dvostupanjski proces te u membranskom reaktoru.
Nakon odredivanja optimalnih uvjeta, provedena je fermentacija kiselinskog hidrolizata
pivskog tropa. Uz praéenje koncentracije bioetanola, pracene su i koncentracije 2,3-butandiola
i glicerola kao vrijednih nusprodukta fermentacije. Dobiveni rezultati mjerenja biomase
kvasca, promjene koncentracije glukoze i ksiloze i koncentracije nastalog bioetanola opisani

su matematickim modelima dobivenih pomoc¢u programskog paketa SCIENTIST.

4.1. 1zolacija kvasaca

Prvi korak eksperimentalnog dijela bila je izolacija kvasaca iz biootpada i kore trulog
drveta postupkom opisanim u poglavljima 3.2.5.1. i 3.2.5.2. s ciljem dobivanja kvasca
sposobnog za fermentaciju Secera u bioetanol. Nakon provedbe izolacije, iz biootpada je
izoliran kvasac K. marxianus (Slika 9a), a iz kore trulog drveta C. krusei (Slika 9b) koji su

koristeni u daljnjem radu.

Slika 9. Izolirani kvasci a) K. marxianus i b) C. kruseli
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4.2. Fermentacija glukoze u kontinuiranom membranskom reaktoru V = 10

mL

U prethodnim istrazivanjima [28] fermentacija glukoze provedena je u Sarznom
reaktoru te Sarznom reaktoru s dotokom. S ciljem optimizacije procesa proizvodnje bioetanola
u ovom istrazivanju ispitan je i membranski reaktor. Fermentacija glukoze je provedena pri
prethodno odredenim optimalnim uvjetima, odnosno s yx = 1 g/L kvasca S. cerevisiae i

dotokom glukoze od ys = 5 g/L glukoze. Dobiveni rezultati su prikazani na Slici 10.

5.0

4.0 4

3,0 4

1.0 4

th

Slika 10. Promjena koncentracija glukoze (e), bioetanola (e) i biomase (e) tijekom procesa
fermentacije modelne otopine glukoze y¢ = 5 g/L kvascem S. cerevisiae u kontinuiranom

membranskom reaktoru (== matematicki model procesa)

Proces fermentacije modelne otopine glukoze u membranskom reaktoru provedena je
u dva dijela. Prvi dio procesa fermentacije zapocet je kao $arzni proces kako ne bi doslo do
inhibicije male koncentracije kvasca velikom koncentracijom glukoze u dotoku. Dotok
glukoze u membranski reaktor ukljucen je nakon 4 sata kada je koncentracija glukoze u
reaktoru iznosila yc = 0,586+0,068 g/L. U tom trenutku u membranskom reaktoru nastalo je
ye = 2,047+0,002 g/L bioetanola, $to je rezultiralo ucinkovito$¢u procesa od E =
90,902+0,001 % i produktivnoséu Pr = 0,409+0,001 g/(L-h). Zbog prisutnosti otopljenog
kisika u podlozi, u ovom periodu raste i biomasa. Nakon 4. sata ukljuc¢en je dotok svjezeg
supstrata i odvodnja produkata. Rast stanica kvasca usporava, a zapocinje proces alkoholnog
vrenja. U prva 3 h postignuta je najveca koncentracija bioetanola od ye = 2,418+0,001 g/L.
Nakon tog perioda, koncentracija bioetanola postupno opada do konstantne vrijednosti od ye =
0,459+0,137 g¢g/L $to se mozZe objasniti inhibicijom glukozom. U Tablici 2. prikazani su

pokazatelji uspjesnosti procesa fermentacije u membranskom reaktoru u ustaljenom stanju
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kao 1 usporedba s prethodno provedenim eksperimentima u Sarznom reaktoru i Sarznom

reaktoru s dotokom.

Tablica 2. Usporedba pokazatelja uspjeSnosti procesa fermentacije yc = 5 g/L glukoze s yx =
1 g/L kvasca S. cerevisiae u Sarznom reaktoru, Sarznom reaktoru s dotokom i membranskom

reaktoru

Ye, g/L Yess, 9/g E, % Pr, g/(L-h)

Sarzni reaktor [28] 1,946+0,014 0,413+0,003 80,668+0,561 0,085+0,001

Sarzni reaktor s

8,195+0,195 0,243+0,001 47,580+0,205 0,171+0,004
dotokom [28]

Membranski
t 0,459+0,137 0,092+0,028 18,015+5,370 0,230+0,068
reaktor

Iz podataka u Tablici 2. vidljivo je da je membranski reaktor s uc¢inkovitos¢u od E =
18,0154+5,370 % znatno manje ucinkovit od procesa provedenih u Sarznom reaktoru s E =
80,668+0,561 % i Sarznom reaktoru s dotokom E = 47,580+0,205 %. Takoder, fermentacije u
kontinuiranim reaktorima su podloznije kontaminacijama. Iz tih su razloga daljnja istrazivanja

provedena u Sarznom reaktoru.

4.3. Utjecaj razli¢ite pocetne koli¢ine glukoze i ksiloze na produktivnost

procesa i rast kvasca K. marxianus u $arznom reaktoru V = 200 mL

Tijekom alkoholne fermentacije glukoze iz pocetne koncentracije yc = 1 g/L trebalo bi
u konacnici nastati priblizno 0,47 g/L bioetanola. Identi¢na koli¢ina bioetanola trebala bi
nastati i prilikom fermentacije 1 g/L ksiloze. Medutim, prevelika koncentracije Secera u
podlozi moze negativno tj. inhibiraju¢e djelovati na kvasce tj. cjelokupan proces. Stoga,
nuzno je prona¢i optimalnu koncentraciju Secera. Kako bi se ispitao utjecaj pocetne
koncentracije glukoze i ksiloze na ucinkovitost i produktivnost procesa, provedeni su pokusi s
razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze (5 g/L, 10 g/L i 50 g/L) i ksiloze (5, 10 i 20
g/L). Svi pokusi provedeni su na nacin da je fermentacija prekinuta kada je koncentracija

glukoze i ksiloze pala na nulu.
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Slika 11. Promjena koncentracija glukoze (e), bioetanola (e) i biomase (e) opisane pomoc¢u
matematickog modela (==) tijekom procesa fermentacije kvascem K. marxianus za razlicite

pocetne vrijednosti koncentracija glukoze: a) 5 g/L, b) 10 g/L, ¢) 50 g/L

Na Slici 11. vidljivo je da kvasac K. marxianus velikom brzinom trosi glukozu u
podlozi, te da ovisno o potroSenom Seceru, proporcionalno raste koli¢ina dobivenog
bioetanola. Ve¢ na pocetku procesa dolazi do naglog porasta biomase. Ovo je bilo i o¢ekivano
jer, kako je navedeno na pocetku, K. marxianus ima vecu brzinu rasta od bilo kojeg drugog
eukariota, a osim toga u podlozi je prisutan otopljeni kisik. Padom koncentracije Secera I
otopljenog kisika u podlozi, i rast kvasca usporava te on raste manjom brzinom sve do kraja
fermentacije. Maksimalna koncentracija bioetanola u pokusu provedenom s pocetnom
koncentracijom glukoze y¢ = 5 g¢/L iznosila je ye = 0,446+0,031 g/L, s pocetnom
koncentracijom glukoze yc = 10 g/L iznosila je ye = 0,395+0,001 g¢g/L, a s pocetnom
koncentracijom glukoze yc = 50 g/L iznosila je ye = 4,546+0,324 g/L. Najveci koeficijent
konverzije supstrata u produkt (Yps = 0,093+0,006 g/g), ucinkovitost procesa (E =
18,194+1,278 %) i produktivnost procesa (Pr = 0,141+0,009 g/(L-h)) postignuti su u procesu

u kojem je pocetna koncentracijom glukoze iznosila 5 g/L. Sli¢ni rezultati tj. najbolji
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parametri procesa dobiveni su i u prethodnim istrazivanjima [28] kada je za dobivanje
bioetanola koriSten S. cerevisiae i pocetna koncentracija glukoze yc = 5 g/L. Medutim,
usporedujuéi koncentracije bioetanola postignute u ovom istrazivanju i u istrazivanju
Bozinovi¢ i sur. [28] pri pocetnoj koncentraciji glukoze yc =5 g/L uz S. cerevisiae postize se
koncentracija bioetanola od ye = 1,946+0,014 g/L, dok u pokusu provedenom s pocetnom
koncentracijom glukoze yc = 10 g/L koncentracija bioetanola je iznosila ye = 1,950+0,035 g/L

Sto je znacajnije viSe nego u ovom istrazivanju.

Takoder, vidljivo je da koncentracija nastalog bioetanola brzo dosegne maksimalnu
vrijednost. Uzrok tome je vjerojatno niska tolerancija kvasca K. marxianus na bioetanol sto
rezultira niskom produktivnosti. Niska produktivnost i niska tolerancija na vec¢e koncentracije

bioetanola razlog su $to K. marxianus jos$ uvijek nije industrijski zanimljivi kvasac [33].

Tablica 3. Pokazatelji uspjeSnosti Sarzne fermentacije glukoze provedene s kvascem K.

marxianus
G, /L Yp, g/L Yess, 0/g E, % Pr, g/(L-h)
5 0,446+0,031 0,093+0,006 18,194+1,278 0,141+0,009
10 0,395+0,001 0,046+0,001 9,0704+0,032 0,016+0,001
50 4 546+0,324 0,092+0,007 17,926+1,279 0,120+0,008

Kako bi opisali dinamiku procesa postavljen je matemati¢ki model. Iz rezultata
prethodno provedenih pokusa procijenjeni su kineticki parametri Monodovog modela: gmax
(maksimalna specifi¢na brzina rasta stanica kvasaca) i Ks (konstanta zasi¢enja) koristenjem

Jednadzbe 10, a procijenjene vrijednosti prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Procijenjene vrijednosti parametara Ks i umax za K. marxianus za pokuse

provedene pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze

G, g/L Ks, g/L HMmax, 1/h
5 12,568 2,412
10 12,568 0,520
50 12,568 0,097

Iz dobivenih rezultata (Tablica 4.) vidljivo je da kvasac raste razli¢itom brzinom

ovisno o pocetnoj koncentraciji glukoze u podlozi tj. da koncentracija glukoze utjece na
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kinetiku rasta. Najveca brzina rasta postignuta je prilikom provedbe fermentacije s hranjivom
podlogom koja je sadrzavala 5 g/L glukoze (umax = 2,412 1/h), dok je najmanja vrijednost
(umax = 0,097 1/h) postignuta u procesu s pocetnom koncentracijom glukoze od 50 g/L.

Povecanjem pocetne koncentracije glukoze u podlozi, maksimalna brzina rasta se Smanjuje.

Provedbom procesa fermentacije ksiloze kvascem K. marxianus pri razli¢itim
pocetnim koncentracijama (5, 10 i 20 g/L) utvrdeno je da proces nije ucinkovit sa stanovista
proizvodnje bioetanola. Naime, bez obzira na koncentraciju Sefera u podlozi, dobivena
koncentracije bioetanola iznosila je samo ye = 0,02 g/L. S obzirom na vrlo niske
koncentracije, posljedicno je i u¢inkovitost procesa bila je vrlo niska tj. u rasponu E = 0,418 —

6,728%. Dobiveni rezultati su prikazani na Slici 12.
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Slika 12. Promjena koncentracija ksiloze (e), bioetanola (e) i biomase (e) opisane pomocu
matematickog modela (==) tijekom procesa fermentacije kvascem K. marxianus za razlicite

pocetne vrijednosti koncentracija ksiloze: a) 5 g/L, b) 10 g/L, ¢) 20 g/L

Kako bi i ovom procesu opisali dinamiku postavljen je matematicki model. 1z rezultata

prethodno provedenih pokusa procijenjeni su kineticki parametri Monodovog modela: gmax
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(maksimalna specifi¢na brzina rasta stanica kvasaca) i Ks (konstanta zasi¢enja) koristenjem

Jednadzbe 10, a procijenjene vrijednosti prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Procijenjene vrijednosti kineti¢kih parametara Ks I #max za K. marxianus za pokuse

provedene pri razli¢itim pocetnim koncentracijama ksiloze

YK, g/ Ks, g/L HMmax, 1/h
5 13,4 0,178
10 13,4 0,028
20 13,4 0,049

Vrijednost Ks preuzeta je iz literature [34] dok su umax vrijednosti procijenjene. 1z
vrijednost Ks vidljivo je da K. marxianus ima ve¢i afinitet prema glukozi nego ksilozi. Na
temelju dobivenih rezultata vidljivo je da koncentracija ksiloze kao i glukoze utjece na
kinetiku rasta tj. vrijednosti umax se smanjuje povecanjem koncentracije SeCera pri istoj

pocetnoj koncentraciji biomase.

Usporedujuci oba procesa, moZe se zakljuciti da bez obzira na izvor Secera, dolazi do

znacajnog i ubrzanog rasta biomase te niske proizvodnje bioetanola.

Kao §to je navedeno na pocetku, K. marxianus posjeduje metaboli¢ke puteve za
proizvodnju i drugih industrijski bitnih spojeva kao $to su 2,3-butandiol i glicerol. Dobiveni
rezultati mjerenja koncentracije 2,3-butandiola i glicerola na kraju procesa fermentacije

prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Koncentracije nastalog glicerola (GL) i 2,3-butandiola (BT) fermentacijom

glukoze i ksiloze razlicitih pocetnih koncentracija kvascem K. marxianus

G, g/L yoL, g/L y8T, Q/L
5 0,631+0,001 0,054+0,002
10 1,133+0,321 0,087+0,011
50 5,309+0,481 0,131+0,008
7K, g/L
5 0,025+0,016 0,059+0,043
10 0,037+0,005 0,412+0,018
20 0,348+ 0,012 0,380+0,007

Najveca koncentracija glicerola nastala je prilikom fermentacije 50 g/L glukoze, a
iznosila je yoL = 5,309+0,481 g/L. Fermentacijom ksiloze, takoder je najveca koncentracija

(yeL = 0,348+ 0,012 g/L) postignuta pri najvecoj koncentraciji ksiloze od 20 g/L ksiloze.

Fermentacijom oba Secera takoder je uocen i nastanak 2,3-butandiola. Fermentacijom
glukoze, najveca koncentracije 2,3-butandiola (ysr = 0,131+0,008 g/L) postignuta je
fermentacijom 50 g/L glukoze, a prilikom fermentacije ksiloze (yst = 0,412+0,018 g/L) pri
koncentraciji od 10 g/L. 1z rezultata je vidljivo da su koncentracije 2,3-butandiola znatno vece
prilikom fermentacije ksiloze.

4.4. Utjecaj razlicite pocetne koli¢ine glukoze i ksiloze na fermentaciju i rast

kvasca C. krusei u Sarznom reaktoru V = 200 mL

Kao $to je ve¢ reCeno, S obzirom na inhibicijski u¢inak Secera na kvasce, za uspjeSnu
provedbu procesa nuzno je pronaci optimalnu koncentraciju Secera. Kako bi se ispitao utjecaj
pocetne koncentracije glukoze i ksiloze na u¢inkovitost i produktivnost procesa fermentacije
pomocu kvasca C. krusei, provedeni su pokusi s razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze
(5 g/L, 10 g/L i 50 g/L) i ksiloze (5, 10 i 20 g/L). Svi pokusi provedeni su na nacin da je
fermentacija prekinuta kada je koncentracija glukoze i ksiloze pala na nulu.
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Slika 13. Promjena koncentracija glukoze (e), bioetanola (e) i biomase (e) opisane pomocu
matematickog modela (==) tijekom procesa fermentacije kvascem C. Krusei za razliCite

pocetne vrijednosti koncentracija glukoze: a) 5 g/L, b) 10 g/L, ¢) 50 g/L

Na rezultatima sa Slike 13. vidljivo je da kvasac C. krusei proizvodi priblizno istu
koncentraciju bioetanola u hranjivim podlogama kao i kvasac K. marxianus. Medutim,
znacCajna razlika izmedu dva izolirana kvasca je u brzini rasta 1 koncentraciji biomase na kraju
procesa. Koncentracija biomase kvasca C. krusei nakon 5 h iznosila je 1,689 g/L, dok je
koncentracija biomase kvasca K. marxianus iznosila 2,634 g/L. Dobiveni rezultati bili su

ocekivani s obzirom da je K. marxianus najbrze rastuci eukariot na Zemlji [34].

Maksimalna koncentracija bioetanola u pokusu provedenom s pocetnom
koncentracijom glukoze y¢ = 5 g¢/L iznosila je ye = 0,520+0,043 g/L, s pocetnom
koncentracijom glukoze yc = 10 g/L iznosila je ye = 0,891+0,039 g/L, a s pocetnom
koncentracijom glukoze yc = 50 g/L iznosila je ye = 3,936+0,028 g/L. Najveca uéinkovitost
procesa (E = 20,559+1,702%), i koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yps =

0,105+0,009 g/g) se postizu fermentacijom hranjive podloge s 5 g/L glukoze dok se najveca
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produktivnost (Pr = 0,022+0,002 g/(L-h)) postize fermentacijom podloge s 10 g/L glukoze.

Pokazatelji uspjesnosti procesa prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Pokazatelji uspjesnosti $arzne fermentacije glukoze provedene s kvascem C. krusei

G, g/L Ye, g/L Yess, 0/9 E, % Pr, g/(L-h)
5 0,520+0,043 0,105+0,009 20,559+1,702 0,022+0,002
10 0,891+0,039 0,091+0,004 17,801+0,774 0,038+0,002
50 3,936+0,028 0,097+0,001 19,060+0,133 0,023+0,001

Kako bi opisali dinamiku procesa postavljen je matematicki model. Iz rezultata
prethodno provedenih pokusa procijenjeni su kineticki parametri Monodovog modela: gmax
(maksimalna specifi¢na brzina rasta stanica kvasaca) i Ks (konstanta zasi¢enja) koristenjem

Jednadzbe 10, a procijenjene vrijednosti prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Procijenjene vrijednosti kineti¢kih parametara Ks I umax za C. krusei za pokuse

provedene pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze

yG, g/L Ks, g/L HMmax, 1/h
5 2,095 0,186
10 2,095 0,064
50 2,095 0,033

Iz dobivenih rezultata (Tablica 8.) vidljivo je da kvasac raste razli¢itom brzinom
ovisno o pocetnoj koncentraciji glukoze u podlozi te da se brzina smanjuje porastom
koncentracije glukoze u podlozi. Maksimalna brzina rasta postignuta je prilikom provedbe
fermentacije sa hranjivom podlogom koja je sadrzavala 5 g/L glukoze (umax =0,186 1/h), a
najmanja fermentacijom 50 g/L glukoze (umax =0,033 1/h).

Provedbom procesa fermentacije ksiloze kvascem C. krusei pri razli¢itim pocetnim

koncentracijama (5, 10 i 20 g/L) prikazan je na Slici 14.
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Slika 14. Promjena koncentracija ksiloze (e), bioetanola (e) i biomase (e) opisane pomocu
matematickog modela (==) tijekom procesa fermentacije kvascem C. krusei za razliCite

pocetne vrijednosti koncentracija ksiloze: a) 5 g/L, b) 10 g/L, ¢) 20 g/L

Kao i u provedbi procesa fermentacije s kvascem K. marxianus, i u ovom procesu je
utvrdeno da proces nije ucinkovit sa stanoviSta proizvodnje bioetanola. Naime, bez obzira na
koncentraciju Secera u podlozi, dobivena koncentracije bioetanola iznosila je samo ye = 0,01
g/L. S obzirom na vrlo niske koncentracije, posljedi¢no je i uéinkovitost procesa bila je vrlo

niska (E =1 %).

Kako bi opisali dinamiku procesa postavljen je matematicki model. 1z rezultata
prethodno provedenih pokusa procijenjeni su kineticki parametri Monodovog modela: gmax
(maksimalna specifi¢na brzina rasta stanica kvasaca) i Ks (konstanta zasi¢enja) koristenjem

Jednadzbe 10, a procijenjene vrijednosti prikazane su u Tablici 9.
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Tablica 9. Procijenjene vrijednosti kineti¢kih parametara Ks I umax za C. krusei za pokuse

provedene pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama ksiloze

YK, g/ Ks, g/L HMmax, 1/h
5 2,993 0,022
10 2,993 0,016
20 2,993 0,013

Kao i za prethodne kvasce, vidljivo je da koncentracija ksiloze utjeCe na kinetiku rasta.
Najveca brzina rasta postignuta je prilikom provedbe fermentacije s hranjivom podlogom koja
je sadrzavala 5 g/L ksiloze (umax = 0,022 1/h), dok je najmanja vrijednost (umax = 0,013 1/h)

postignuta u procesu s po¢etnom koncentracijom ksiloze od 50 g/L.

Usporedbom brzina rasta kvasca C. krusei na dva razli¢ita Secera (Tablica 8. i 9.)

vidljivo je da je brzina rasta kvasca znatno niza na ksilozi nego na glukozi.

S obzirom da u procesu fermentacije SeCera s kvascem C. Krusei nisu nastale znacajne
koli¢ine bioetanola, a rast kvasca je nakon prvih 5 h bio znacajno usporen, ispitane su
koncentracije 2,3-butandiola i glicerola na kraju procesa fermentacije. Dobiveni rezultati

prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Koncentracije nastalog glicerola i 2,3-butandiola fermentacijom hranjivih

podloga razli¢itih pocetnih koncentracija: a) glukoze i b) ksiloze kvascem C. krusei.

G, g/L yGL, g/L y8T, O/L
5 0,244+0,023 0,002+0,001
10 0,258+0,043 0,003+0,001
50 0,657+0,119 0,380+0,007
7K, g/L
5 0,029+0,002 0,379+0,005
10 0,031+0,001 0,598 0,005
20 0,041+0,002 1,860+0,044

Kao i1 kod fermentacije SeCera pomocu kvasaca K. marxianus, maksimalna

koncentracija glicerola od 0,657+0,119 g/L dobiva se fermentacijom 50 g/L glukoze, a
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maksimalna koncentracija nastalog 2,3-butandiola (ysr =1,860+0,044 g/L) dobiva se

fermentacijom 20 g/L ksiloze.

4.5. Fermentacija hranjive podloge glukoze i ksiloze u §arznom reaktoru V
=200 mL

4.5.1. Jednostupanjska fermentacija

Kao §to je ve¢ spomenuto, lignocelulozni materijal u svojoj strukturi sadrzi vise
razli¢itih vrsta Secera, $to slozenih Sto jednostavnih. Prema prethodnim istrazivanjima [28],
lignocelulozna sirovina hidrolizata pivskog tropa, sadrzi 18 g/L glukoze i 12 g/L pentoza
(ksilozu i arabinozu) te je modelna otopina koristena u daljnjem istrazivanju bila sli¢nog
sastava tj. 18 g/L glukoze i 12 g/L ksiloze. Dobiveni rezultati fermentacije modelne otopine

kvascima K. marxianus i C. krusei prikazani su na Slici 15.

a) t.h

Slika 15. Promjena koncentracija glukoze (e), ksiloze (e), bioetanola (e) i biomase (e)
opisane pomoc¢u matematickog modela (==) tijekom procesa fermentacije 18 g/L glukoze i 12

g/L ksiloze kvascima a) K. marxianus i b) C. krusei

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da na samom pocetku (t = 4 h), u oba procesa
biomasa raste Sto je posljedica prisutnosti otopljenog kisika u podlozi. U tom periodu,
proizvodnja bioetanola je niska. PotroSnjom kisika, zapo€inje alkoholno vrenja te se povecava
koncentracija bioetanola. Prilikom fermentacije smjese Secera koriStenjem kvasca K.
marxianus oba Secera, glukoza i ksiloza, trose se paralelno, pri ¢emu je brzina potrosnje
glukoze znacajnije veca. S druge strane, prilikom fermentacije smjese Secera koriStenjem
kvasca C. krusei prvo se trosi glukoza, a tek onda ksiloza. U oba slucaja, koncentracija
bioetanola rasla je ovisno o potrosenoj glukozi, a maksimalna vrijednost postignuta je,

fermentacijom Secera kvascem K. marxianus nakon 29 h (ye = 3,403+1,561 g/L), a dok je u
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proces s C. krusei postignuta nakon 144 h (ye = 2,754+0,084 g/L). Nakon tog vremena,
koncentracija bioetanola polako opada $to je vjerojatno povezano s prelaskom iz proizvodne
faze u fazu odumiranja stanica kvasca. Da su stanice odumrle prije kraja procesa vidljivo je i
1z koncentracije ksiloze na kraju procesa. Naime, u oba sluc¢aja ksiloza nije potroSena do kraja
tj. na kraju fermentacije pomo¢u K. marxianus iznosila je yx = 3,580+0,075 g¢/L, dok u
procesu u kojem je koristen kvasac C. krusei yk = 7,013+0,416 g/L. Pokazatelji uspjesnosti

procesa prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Pokazatelji uspjesnosti jednostupanjske Sarzne fermentacije glukoze i ksiloze

provedene s kvascem K. marxianus i C. krusei

Kvasac Yep, g/L Yess, /9 E, % Pr, g/(L-h)
K. marxianus 3,403+1,561 @ 0,150+0,069 29,365+13,470 0,117+0,054
C. krusei 2,754+0,084 0,118+0,004 23,214+0,708 0,019+0,001

Usporedujuci produktivnost oba procesa, produktivnost procesa znatno je veca kada je
u procesu fermentacije koristen kvasac K. marxianus (Pr = 0,117+0,054 g/(L-h)) u odnosu na
proces fermentacije u kojem je koristen kvasac C. krusei (Pr = 0,019+0,001 g/(L-h)), Sto ga
¢ini boljim izborom u proizvodnji bioetanola. Medutim, u usporedbi s kvascem S. cerevisiae
[28], obje postignute produktivnosti su niske. Budu¢i da je cilj proizvodnje bioetanola razviti
ekonomski isplativ proces, odnosno proizvesti visoku koncentraciju bioetanola u kratkom
vremenu, s obzirom na produktivnost, moze se zakljuciti da niti jedan od izoliranih kvasaca

nije zadovoljavajuci.

Iako u procesu nisu nastale zadovoljavajuce koli¢ine bioetanola, dodatno su ispitane
koncentracije glicerola i 2,3-butandiola, kao vrijednih sirovina. U Tablici 12. prikazani su

dobiveni rezultati.

Tablica 12. Koncentracije nastalog glicerola i 2,3-butandiola fermentacijom hranjivih

podloga koje sadrze glukozu i ksilozu provedene s kvascem K. marxianus i C. kruseli

Kvasac yeL, 9/L 8T, O/L
K. marxianus 2,948+1,516 0,547+0,367
C. krusei 0,360+0,047 1,330+0,011
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Kao $to je vidljivo, fermentacijom Secera u hranjivoj podlozi kvascem K. marxianus
dobivaju se vece kolicine glicerola, dok se fermentacijom Seéera kvascem C. krusei dobivaju
vece koli¢ine 2,3-butandiola kao industrijski zanimljivih spojeva. Daljnjim optimiranjem
procesnih uvjeta potencijalno bi se mogle povecati dobivene koncentracije koje ¢e osigurati

ekonomski opravdanu proizvodnju obaju spojeva.

4.5.2. Dvostupanjska fermentacija

S obzirom na dobivene rezultate i nisku produktivnost bioetanola, u posljednjem
koraku provedena je dvostupanjska fermentacija modelne otopine Secera (18 g/L glukoze i 12
g/L ksiloze). U prvom stupnju je provedena fermentacija glukoze pomocu kvasca S.
cerevisiae. Nakon $to je koncentracija glukoze pala na 0 g/L, kvasac S. cerevisiae je uklonjen
iz smjese u koju je potom dodan kvasac K. marxianus i C. krusei ¢ime je zapo¢eo drugi
stupanj fermentacije tj. fermentacija ksiloze. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 16. i u
Tablici 13..
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Slika 16. Promjena koncentracija glukoze (e), ksiloze (e), bioetanola (e) i biomase (e)
opisane pomoc¢u matematickog modela (==) tijekom procesa dvostupanjske fermentacije 18
g/L glukoze i 12 g/L ksiloze kvascima a) S. cerevisiae i K. marxianus i b) S. cerevisiae i C.

krusei

Kao $to je vidljivo iz rezultata pokusa, kvasac S. cerevisiae trosi samo glukozu, a
vecina je potroSena unutar prvih 10 h provedbe procesa. U oba pokusa, koncentracija biomase
rasla je prvih 5 h zbog otopljenog kisika u podlozi, a nakon tog vremena, rast je znac¢ajno
usporen. U periodu rasta biomase, proizvodnja bioetanola bila je niska. Nakon potro$nje
kisika, kada je zapocelo alkoholno vrenje, 1 koncentracija bioetanola znacajno je porasla.

Maksimalne koncentracije etanola zabiljeZzen u oba procesa bile su sli¢ne 1 iznosile su yg =
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7,751+0,001 ¢g/L odnosno ye = 6,293+0,538 g¢g/L. U Tablici 13. prikazani su pokazatelji

uspjesnosti procesa.

Tablica 13. Pokazatelji uspjeSnosti dvostupanjske sarzne fermentacije glukoze provedene

kvascima S. cerevisiae i K. marxianus te S. cerevisiae i C. krusei

Kvasci Yep, g/L Yess, 9/g E, % Pr, g/(L-h)

S. cerevisiae i K.
) 7,751+0,001 0,431+0,001 84,431+0,001 0,337+0,001
marxianus
S. cerevisiae i C.

Kruse 6,293+0,538 | 0,350+0,030 68,555+5,861 0,274+0,023
rusel

Nakon potroSnje glukoze, pokusi su prekinuti na nain da je iz podloge
centrifugiranjem uklonjen kvasac S. cerevisiae. U jednu podlogu je tada dodan kvasac K.
marxianus, dok je u drugu dodan kvasac C. krusei. Na taj na¢in je zapocet drugi stupanj
fermentacije odnosno fermentacija ksiloze. Kao §to je vidljivo iz rezultata, oba kvasca trose
ksilozu, a u pocetku svakog procesa, potrosnja ksiloze prati rast biomase. Usporedujuci
koncentraciju biomase oba kvasca, kao §to su pokazala prethodna istrazivanja, viSe biomase je
nastalo u procesu u kojem je koristen kvasac K. marxianus. Koncentracija bioetanola u oba
procesa smanjivala se u vremenu u oba procesa. Razlog tome je vjerojatno potrosnja
bioetanola kao supstrata za nastanak novih spojeva. lako su oba procesa nepovoljna za
proizvodnju bioetanola, u drugom stupnju fermentacije zabiljeZen je nastanak 2,3-butandiola i

glicerola. Dobivene koncentracije prikazane su u Tablici 14.

Tablica 14. Koncentracije nastalog glicerola i 2,3-butandiola u drugom stupnju fermentacije

hranjivih podloga koje sadrze glukozu 1 ksilozu

Kvasac YL, g/l 8T, O/L
K. marxianus 2,446+0,504 0,608+0,062
C. krusei 1,739+0,074 0,909+0,308

Dobiveni rezultati pokazuju potencijal proizvodnje bioetanola i ostalih industrijski

zanimljivih spojeva fermentacijom glukoze i ksiloze dvostupanjskom procesu. Naime, ako se
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u prvom stupnju, uz uklanjanje kvasca ukloni i dobiveni bioetanol, a proizvodnja drugih

vrijednih sirovina nastavi u drugom stupnju moguce je razviti odrziv proces.

4.6. Dvostupanjska fermentacija hidrolizata pivskog tropa

Nakon provedene dvostupanjske fermentacije modelne otopine, provedena je
dvostupanjska fermentacija hidrolizata pivskog tropa. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici
17.
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Slika 17. Promjena koncentracija glukoze (e), ukupnih Seéera (e), bioetanola (e) i biomase
() opisane pomocu matematickog modela (==) tijekom procesa dvostupanjske fermentacije
kiselinskog hidrolizata pivskog tropa kvascima a) S. cerevisiae i K. marxianus b) S. cerevisiae

i C. krusei

Kao §to je vidljivo iz rezultata pokusa, potrosnja ukupnih Secera se u oba slucaja podudara s
ukupnom potro$njom glukoze s obzirom na to da S. cerevisiae ne fermentira ostale Secere
prisutne u hidrolizatu (pentoze, arabinozu i ksilozu). U oba pokusa, koncentracija biomase
rasla je prvih 5 h zbog otopljenog kisika u podlozi, a nakon tog vremena, rast je znac¢ajno
usporen. U periodu rasta biomase, proizvodnja bioetanola bila je niska. Nakon potroSnje
kisika, kada je zapocelo alkoholno vrenje, 1 koncentracija bioetanola znacajno je porasla.
Maksimalne koncentracije etanola zabiljeZen u oba procesa bile su sli¢ne 1 iznosile su yg =
6,024+0,326 g/L u procesu u kojem su koristeni kvasci S. cerevisiae i K. marxianus odnosno
e = 5,632+0,193 g/L u procesu u kojem su koristeni kvasci S. cerevisiae i C. krusei.
Usporedujuci koncentracije nastalog bioetanola s dobivenim koncentracijama u pokusima s
modelnom otopinom, moze se uociti da je nastala koncentracija bioetanola manja, ali
ucinkovitost i stupanj konverzije supstrata u produkt vec¢e kada je hidrolizat pivskog tropa bio

supstrat. Razlog visim nastalim koncentracija bioetanola prilikom fermentacije modelnih
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otopina lezi u Cinjenici da su modelne otopine sadrzavale vise glukoze nego hidrolizat
pivskog tropa, te je kvasac posljedicno tome mogao i proizvesti vise bioetanola. Naime,
modelne otopine su napravljene prema prethodno dobivenim rezultatima [28] sastava
hidrolizata pivskog tropa (yc = 18 g/L), dok je naknadno testiranje pokazalo da hidrolizat
sadrzi znatno manje glukoze (ye =13,50 g/L). Pretpostavka je da je s vremenom doslo do
potrosnje glukoze u skladistenom uzorku. U Tablici 15. prikazani su pokazatelji uspjesnosti

procesa.

Tablica 15. Pokazatelji uspjeSnosti Sarzne fermentacije pivskog tropa provedene kvascem S.

cerevisiae

Kvasci Yep, g/L Yess, /9 E, % Pr, g/(L-h)

S. cerevisiae i K.
_ 6,024+0,326 0,451+0,024 88,350+4,776 0,262+0,014
marxianus
S. cerevisiae i C.

c ) 5,632+0,193 = 0,421+0,014 82,589+2,830 0,245+0,008
rusel

Fermentacijom hidrolizata pivskog tropa takoder je zabiljezen nastanak glicerola i 2,3-

butandiola, a njihove koncentracije prikazane su u Tablici 16..

Tablica 16. Koncentracije nastalog glicerola i 2,3-butandiola u drugom stupnju fermentacije

pivskog tropa
Kvasac YL, g/l 8T, O/L
K. marxianus 1,674+0,283 1,710+0,043
C. krusei 0,999+0,262 1,019+0,022
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

Fermentacija u kontinuiranom membranskom reaktoru nije rezultirala povecanjem
ucinkovitosti 1 produktivnosti procesa u usporedbi sa Sarznom fermentacijom i
Sarznom fermentacijom s dotokom supstrata

Najveci stupanj konverzije supstrata u produkt, u¢inkovitost i produktivnost (Yess =
0,093+0,006 g/g, E = 18,194+1,278 %, Pr = 0,141+£0,009 g/(L-h)) dobiveni su za
fermentaciju provedenu sa kvascem K. marxianus za poc¢etnu koncentraciju glukoze 5
g/L glukoze.

Sarznom fermentacijom ksiloze s kvascem K. marxianus produktivnost procesa je bila
vrlo niska, ali su proizvedene znacajne koncentracije 2,3-butandiola (ysr =
0,412+0,018 g/L) u pokusu u kojem je pocetna koncentracija ksiloze bila 10 g/L .
Sarznom fermentacijom glukoze s kvascem C. krusei produktivnost procesa je takoder
bila vrlo niska, a najveca u¢inkovitost procesa postignuta je fermentacijom hranjive
podloge s 5 g/L glukoze

Sarznom fermentacijom ksiloze s kvascem C. krusei nije proizveden bioetanol, ali su u
procesu zabiljeZzene znacajne koncentracije 2,3-butandiola, ysr =1,860+0,044 g/L i to
prilikom fermentacije 20 g/L ksiloze.

U jednostupanjskom procesu fermentacije modelne otopine glukoze i ksiloze

koncentracija bioetanola rasla je ovisno o potrosenoj glukozi, a maksimalna vrijednost

postignuta je, fermentacijom Secera kvascem K. marxianus nakon 29 h (ye

3,403£1,561 g/L), a dok je u proces s C. krusei postignuta nakon 144 h (ye
2,75440,084 g/L).

Usporedujuci produktivnost jednostupanjskih procesa, produktivnost procesa znatno je
veca kada je u procesu fermentacije koristen kvasac K. marxianus (Pr = 0,117+0,054
g/(L-h)) u odnosu na proces fermentacije u kojem je koriSten kvasac C. krusei (Pr =
0,019+0,001 g/(L-h)), §to ga ¢ini boljim izborom u proizvodnji bioetanola.

U dvostupanjskoj fermentaciji modelne otopine Secera (18 g/L glukoze i 12 g/L
ksiloze), pri ¢emu je u prvom stupnju provedena fermentacija glukoze pomocu kvasca
S. cerevisiae, a u drugom fermentacije ksiloze pomocu K. marxianus i C. krusei,
maksimalne koncentracije etanola iznosile su ye = 7,751+£0,001 g/L odnosno ye =
6,293+0,538 g/L.
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e U dvostupanjskoj fermentaciji hidrolizata pivskog tropa zabiljezena je visa
ucinkovitost procesa i koeficijent konverzije supstrata u produkt, ali niza koncentracija
bioetanola u usporedbi s rezultatima fermentacije modelne otopine. Razlog tome je

manja koncentracija glukoze u hidrolizatu pivskog tropa.
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7. POPIS SIMBOLA

Simboli

c mnozinska koncentracija (mol/L)

E ucinkovitost (%)

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)

Gréka slova

q volumni protok (L/h)

Y masena koncentracija (g/L)
A valna duljina (nm)
u specifi¢na brzina rasta biomase (1/h)

umax  maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase (1/h)

T vrijeme zadrZavanja (h)
Skracenice
BT  2,3-butandiol
E etanol
glukoza

GC  plinski kromatograf

GL  glicerol

K ksiloza

P produkt

PAP  4-amino-fenazonom
S supstrat

X biomasa
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8. PRILOZI

Prilog 1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze

0.6

0.5 1

ABS = 0.0569 ¢ +0.1774
R*=0,9919

28]
98]
&
Lh

¢, mmol/L
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Prilog 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ukupnih Secera

0.7

ABS = 0,0945 ¢ +0,0201
0.6 - R*=0,9993

¢, mmol/L
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Prilog 3. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije etanola

Povrsina pika, -

let+7

8et6

6et06

4e+6

2et06

Povréina pika = 395282 ¢
R®=0,9998

¢, mmol/L
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Prilog 4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije 2,3-butandiola

Povisina pika, -

1,2e+7

1,0e+7

Povrs$ina pika = 482988 ¢
R’ =0,9963

¢, mmol/L
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Prilog 5. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glicerola

1.8e+6
Povrsina pika = 70958 ¢
L R* =0,9947

1,4e+6
1,2e+6 ~
1,0e+6 -

8,0et5

Povr$ina pika, -

6,0et5

4,0et5 4

2,0e+5

0.0 ’ T T 1
10 15

o
h

¢, mmol/L
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Prilog 6. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST kori$ten za odredivanje parametara

modificirane Monodove kinetike

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

Params: Ks, mimax

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

G'=-mi*X/yxg

E'=mi*X/yxe

x=1
G=20
E=0

mimax=0.064
Ks=2.095
yxg=0.068
yxe=0.786
E1=18.002

**k%k
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Prilog 7. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST kori$ten za odredivanje parametara
modificirane Monodove kinetike

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

Params: Ks, mimax

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

E'=mi*X/yxe

x=1
K=5
E=0

mimax=0.022
Ks=2.993
yxk=10.208
yxe=16.001
E1=18.002

**k%k
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Prilog 8. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST koristen za odredivanje parametara

modificirane Monodove kinetike pivskog tropa

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

Params: mimax

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

G'=-mi*X/yxg

E'=mi*X/yxe

U'=-mi*X/yxg

t=0
X=24
G=12

U=30

mimax=0.500

Ks=12.606

yxg= 0.292

yxe=0.647

E1=18.002

**k*k
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Prilog 9. Ispis koda iz programskog paketa SCIENTIST kori$ten za odredivanje parametara

modificirane Monodove kinetike u membranskom reaktoru

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

Params: Ks, mimax

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

G'=(Go-G)/ t -mi*X/yxg
E'=-E/t+*mi*X/yxe

t=0
x=1
G=5
E=0

mimax=0.5
Ks=12.606
yxg=0.206
yxe=0.809

E1=18.002

**k%k

58



ZIVOTOPIS
Renata Vicevié |3 Prcddiplomski studij Kemijsko inZenjerstvo upisala je

2017. godine na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i1 tehnologije SveuciliSta u Zagrebu, a
zavrSava ga 2021. godine. Iste godine upisuje diplomski studij Kemijskog inZenjerstva na
istom Fakultetu, modul Kemijsko inzenjerstvo u zastiti okoliSa. Stru¢nu praksu odradila je na
NZZJZ ,Dr. Andrija Stampar“. Od 2020. godine aktivna je ¢lanica Studentske sekcije
Hrvatskog drustva kemijskih inzenjera te obavlja ulogu demonstratora na kolegiju Stru¢na
praksa. S posterskim priopéenjima ,,Dinamicko rasprSenje svjetlosti: raspodjela veliine 1 zeta
potencijal nanocestica TiO2 u razli¢itim matricama” i ,Ekstrakcija enzima endo-1,4-
ksilanaza” sudjelovala je na XIV. susretu mladih kemijskih inZenjera te s posterskim
priopéenjem ,,Liquid-liquid extraction of endo-1,4- xylanase in a microextractor na 2.
medunarodnoj studentskoj GREEN konferenciji. Dobitnica je Rektorove nagrade za timski
znanstveni 1 umjetnicki rad u akademskoj godini 2021./2022. za rad: ,,Proizvodnja bioetanola
iz enzimskog i kiselinskog hidrolizata pivskog tropa®. Koautorica je ¢lanka Intensification of
endo-1,4-Xylanase Extraction by Coupling Microextractors and Aqueous Two-Phase System
u casopisu Processes. Od ozujka do rujna 2023. radila je kao student istraZiva¢ na
nizozemskom institutu Wetsus - European centre of excellence for sustainable water
technology na projektu ,,Development of new biological desulfurization processing schemes®.

Tijekom studija polozila je C1.1 certifikat iz engleskog jezika i B2 iz talijanskog jezika.
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