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SaZetak

Bioetanol proizveden iz lignoceluloznih sirovina (npr. ostaci biomase drveta i poljoprivrednih kultura) zadovoljava kriterije ekoloske i
drustveno-politicke odrzivosti. Medutim, troskovi proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina znacajno su veéi u odnosu na troskove
proizvodnje bioetanola iz Secernih i Skrobnih sirovina. Da bi se ostvarila ekonomski odrziva proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina
neophodno je razviti i primjeniti nova tehnoloska rjeSenja. Proces proizvodnje bioetanola moZe se provesti pomocu razlicitih tehnika vodenja
bioprocesa kao Sto su npr. odvojeni proces hidrolize lignocelulozne sirovine i fermentacija njenog hidrolizata, simulatana hidroliza i fermentaci-
Jja ili konsolidirani bioprocesni sustav. Buduci da se tehnika odvojene hidrolize i fermentacije ve¢ koristi u industrijskom mjerilu za daljnji razvoj
procesa proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina najveci potencijal ima tehnika simultane hidrolize i fermentacije zbog smanjene
mogucnosti pojave inhibicije supstratom (ili drugim sastojcima hidrolizata sirovina) odnosno smanjenja kapitalnih troskova bioprocesa. Konti-
nuirani postupak vodenja proizvodnje bioetanola dodatno povecava ucinkovitost bioprocesa, te smanjuje njegove operativne troskove. Medutim,
glavni nedostaci kontinuiranog postupka su pove¢ana mogucnost kontaminacije, nastajanje i nakupljanje nepozeljnih nusproizvoda odnosno
povecani kapitalni troSkovi bioprocesa. U ovome radu dan je pregled razlicitih tehnika proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina, te su
ti bioprocesi medusobno usporedeni na osnovi pokazatelja uspjesnosti bioprocesa.
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Abstract

Bioethanol produced from lignocellulosic raw materials (e.g. residuals of wood biomass and agricultural crops) satisfies the ecological
and social criteria of sustainable production. However, the costs of bioethanol production from lignocellulosic raw materails are consider-
baly higher than the costs of bioethanol production from sugar and starch containing raw materials. Therefore, it is necessary to use the new
technological concepts in order to fulfill the economic sustainability of bioethanol production from lignocellulosic raw materials. Bioethanol
production can be performed by different techniques such are for example separate hydrolysis of lignocellulosic raw materials and fermentation
of thiers hydrolysates, simlataneous hydrolysis and fermentation or consolidated bioprocessing. Due to the fact that separate hydrolysis and
fermentation technique has already industrial application for further development of bioethanol production from lignocellulosic raw materials
the highest potential has simultaneous hydrolysis and fermentation technique because of the reduction of substrate (or other constituents of
feedstock hydrolysate) inhibition phenomenon and capital costs. Continuous process of bioethanol production additionally increases bioprocess
efficiency and reduces its operational costs. However, main disadvantages of continuous process are increased risk of contamination, synthesis
and acumulation of non-diserable by-products as well as increased bioprocess capital costs. In this paper, the overview of different techniques
for bioethanol production from lignocellulosic raw materials are presented as well as comparison between them was made on the basis of bio-
process efficiency parameters.

Key words: bioethanol, lignocellulosic raw materials, pretreatment of lignocellulosic raw materials, different cultivation techniques for
bioethanol production
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Uvod

Zamjena goriva proizvedenih iz fosilnih izvora s biogori-
vima proizvedenim iz obnovljivih izvora prioritet je u mnogim
zemljama. Proizvodnja biogoriva iz obnovljivih izvora alterna-
tiva je proizvodnji biogoriva iz fosilnih izvora, ali i izazov na
ekoloskoj, drustveno-politickoj i tehnoloskoj razini. Ekoloska
razina vezana je uz povecanu emisiju CO, i drugih staklenickih
plinova tijekom proizvodnje i koriStenja fosilnih izvora ener-
gije. Uz ekoloski i drustveno-politicki, treéi razlog poticanja
biotehnoloske proizvodnje biogoriva je ekonomski, a odnosi se
na stvaranje dodatne vrijednosti (ekonomska odrzivost).

Drustveno-politi¢ka razina odnosi se na ruralni razvoj i
energetsku neovisnost, a odredena je cijenom, dostupnoséu i
rasprostranjenos$cu sirovina koje se koriste u proizvodnji bio-
goriva. Proizvodnja biogoriva u Europskoj uniji (EU) i Hr-
vatskoj, odredena je strateskim dokumentima EU, “Strategija
u proizvodnji i koriStenju energije iz obnovljivih izvora” i
uredbama Europske komisije (EC) “Inicijativa 20-20-20”.
Hrvatska mora kao ¢lanica EU slijediti, razvijati i podupirati
energetske strategije EU. Da bi se ostvarili strateski ciljevi EU
potrebno je povecati godisnju proizvodnju biogoriva iz obnov-
ljivih sirovina (biomase) u Hrvatskoj na 260 000 tona do 2030
godine. Hrvatska ima osobito veliki potencijal u proizvodnji
energije iz drvne biomase, jer je 62 % kopnenog teritorija po-
kriveno Sumama. Navedeni razlozi poticanja proizvodnje bio-
goriva ukljuceni su u tri temeljne pretpostavke odrzivog razvo-
ja: ekonomski rast, ekoloska ravnoteza i drustveni napredak
(Anonymous 1 2009).

Ovisno o vrsti koriStene biomase biogoriva se dijele na:
prvu generaciju (biogoriva proizvedena iz biomase bogate Se-
¢erom i Skrobom), drugu generaciju (biogoriva proizvedena iz
lignocelulozne biomase) i trecu generaciju (biogoriva dobive-
na iz biomase mikroorganizama i algi; Nigam i Singh 2011).

Za razliku od biogoriva prve generacije, proizvodnja
biogoriva iz lignoceluloznih sirovina ne konkurira proizvod-
nji hrane i nije uzro¢nik oscilacije cijena prehrambenih
proizvoda. Lignocelulozne sirovine iz Sumske, drvne i pol-
joprivredne proizvodnje su jeftinije sirovine od Seéernih i
Skrobnih sirovina, ali su tehnolo$ki zna¢ajno zahtjevnije za
proizvodnju biogoriva. Danas se vecina biogoriva proizvodi
iz Secernih (Secerna trska i repa) i Skrobnih (kukuruz) sirovi-
na. Da bi se smanjilo poveéanje cijene hrane uzrokovano ko-
riStenjem prehrambenih poljoprivrednih kultura za proizvod-
nju biogoriva najnoviji naputak EC o primjeni biogoriva u
transportnom sektoru predvida smanjenje proizvodnje biogo-
riva iz tih kultura (npr. kukuruz za 10 % odnosno uljana repi-
ca za 5,75%). Nadalje, predvida se da ¢e bioetanol biti jedno
od glavnih goriva u transportnom sektoru zbog netoksi¢nosti,
mogucénosti proizvodnje iz razli¢itih lignoceluloznih sirovi-
na, te primjene u motorima s unutarnjim sagorijevanjem bez
potrebe za modifikacijom motora (mjeSavine fosilnih goriva
s 5 ili 10 % etanola). Goriva s ve¢im udjelom bioetanola (do
85 %) koriste se u vozilima s modificiranim motorima tzv.
Hfexy-fuel” vozila.

Troskovi proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih si-
rovina visi su od cijene proizvodnje bioetanola iz $eéernih i
Skrobnih sirovina. Ukupnim troskovima proizvodnje bioetano-
la iz lignoceluloznih sirovina najvise pridonose cijena i tran-
sport sirovina do proizvodnog pogona odnosno troskovi proi-

zvodnje enzima za hidrolizu lignoceluloznih sirovina (Gregg i
sur. 1998; Wingren i sur. 2003).

Neki od najvaznijih ¢imbenika smanjenja tro§kova pro-
izvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina su: efikasno
koriStenje sirovine, veliko iskoriStenje bioprocesa, efikasno iz-
dvajanje i pro¢is¢avanje bioetanola te koristenje lignina za pro-
izvodnju toplinske i elektriéne energije (Ogier i sur. 1999; Yu i
Zhang 2004; Sanchez i Cardona 2008; Limayem i Ricke 2012).

Uz gore navedene ¢imbenike biotehnoloski rizici proi-
zvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina vezani su i uz:
dostupnost sirovina [ovisi 0 potencijalu regije, cijeni i kvaliteti
(sastavu) sirovine], mehanicku predobradu sirovina i njihovu
enzimsku hidrolizu (treba osigurati relativno veliku koncentra-
ciju fermentabilnih sastojaka tj. 40-100 g L') odnosno cijenu
enzima primjenjenih za predobradu sirovina (treba biti manja
od 5 % proizvodne cijene biogoriva). Nadalje, radni mikro-
organizam treba previrati fermentabilne sastojke (heksoze i
pentoze) s prinosom etanola koji treba biti $to blize teorijskom
prinosu etanola za pojedini fermentabilni sastojak hranjive
podloge. Da bi se smanjili kapitalni troskovi vezani uz odrza-
vanje aseptickih uvjeta u bioreaktoru, potrebno je osigurati i
mikrobnu stabilnost, robusnost i prirodnu zastitu bioprocesa.
Za industrijsku primjenu uz navedene kriterije potrebno je za-
dovoljiti 1 tehnoloske kriterije vezane uz udinkovito vodenje
bioprocesa (Olsson i Hahn-Héagerdal 1996; Cardona i Sanchez
2007; Brethauer i Wyman 2010; Mussatto i sur. 2010; Balat
2011; Limayem i Ricke 2012; Zhao i sur. 2012).

Jedna od glavnih zapreka koristenju lignoceluloznih si-
rovina u proizvodnji bioetanola vezana je i za nepostojanje
konkurentne (jeftine) industrijske tehnologije za proizvodnju
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. Proizvodnja bioetanola
iz lignoceluloznih sirovina provodi se u nekoliko koraka: pre-
dobrada, detoksifikacija, hidroliza (saharifikacija), proizvodnja
bioetanola (fermentacija) u bioreaktoru, te proces izdvajanja i
procis§¢avanja bioetanola (Lynd 1996; Lynd i sur. 2002; Balat
2011; Limayem i Ricke 2012).

Medusobno povezivanje procesa hidrolize (saharifika-
cije) sirovine i alkoholnog vrenja dobivenog hidrolizata (fer-
mentacija) ostvaruje se u procesu simultane hidrolize i fermen-
tacije (eng. simultaneous saccharification and fermentation,
SSF). Tijekom ovog nacdina vodenja bioprocesa koncentracija
supstrata je relativno mala, jer se jednostavni Seceri (hekso-
ze 1 pentoze) nastali procesom hidrolize odmah trose za rast
radnog mikroogranizama i sintezu etanola. Postupak gdje se
istovremeno provodi i fermentacija pentoza se jo§ u literatu-
ri naziva i simultana saharifikacija i ko-fermentacija (eng. si-
multaneous saccharification and co-fermentation SScF). Zbog
male koncentracije jednostavnih Secera ne dolazi do inhibicije
supstratom, te se poveéava produktivnost bioprocesa. Nada-
lje, prednost postupka simultane saharifikacije i fermentacije
je smanjena moguénost kontaminacije, smanjenje osmotskog
tlaka hranijve podloge i bolja energetska uc¢inkovitost (Bothast
i Schlicher 2005; Bai i sur. 2008). Daljnje smanjenje troSkova
proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina oc¢ekuje se
usljed medusobnog povezivanja razli¢itih tehnoloskih opera-
cija u integrirani (jedinstven) sustav koji je najuocljiviji kod
konsolidiranog bioprocesnog sustava (eng. consolidated bio-
processing, CBP) za proizvodnju bioetanola. U tom sustavu
biosinteza celulaza, oSeéerenje prethodno obradene lignocelu-
lozne sirovine i1 alkoholno vrenje (fermentaciju) provodio bi
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samo jedan radni mikroorganizam. Ovaj koncept proizvodnje
bioetanola je najinteresantniji s ekonomskog stajalista, a glav-
ni nedostatak ovog sustava lezi u Cinjenici da jo§ uvijek nije
pronaden zadovoljavaju¢e uéinkovit radni mikroorganizam
koji posjeduje sve prethodno navedene osobine. Medusobnim
povezivanjem (integriranjem) razlicitih faza procesa proizvod-
nje bioetanola smanjuju se kapitalni i energetski troskovi nje-
gove proizvodnje (Lynd i sur. 2005; Cardona i Sanchez 2007
Balat 2011; Limayem i Ricke 2012).

U ovom radu razmatran je postupak pripreme lignocelulo-
znih sirovina za proizvodnju bioetanola odnosno razlicite teh-
nike proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina.

Priprema lignoceluloznih sirovina
za proizvodnju bioetanola

Lignocelulozne sirovine potrebno je na odgovaraju¢i na-
¢in pripremiti za proizvodnju bioetanola. Priprema sirovina
obuhvaca ove tri faze: predobradu (predtretman), hidrolizu i
ukoliko je potrebno detoksifikaciju hidrolizata lignoceluloznih
sirovina. Jedan od ¢imbenika koji utjeCu na izbor metode za
pripremu lignocelulozne sirovine je i njezin sastav koji ovisi
o vrsti (podrijetlu) sirovine. Lignocelulozne sirovine su gra-
dene od ovih osnovnih komponenta: celuloza (36-61 % u s.
tv.), hemiceluloza (13-39 % u s. tv.) i lignin (6-29 % u s. tv.).
Potrebno je naglasiti da sirovine bogate na pektinu imaju znat-
no manje lignina, te je njihov sastav odreden udjelom pektina.
Celuloza je linearni polimer D-glukoznih jedinica povezanih
B-1,4-glikozidnim vezom pri ¢emu su prisutne kristalini¢ne
i amorfne strukture polimera glukoze. Hemiceluloza je hete-
ropolisaharid sastavljen od pentoznih jedinica monosaharida
(ksiloze i arabinoze) i heksoznih jedinica monosaharida (ma-
noze, glukoze i galaktoze). Lignin je polimer sastavljen od tri
razlicite fenilpropanske jedinice (p-kumaril, koniferil i sinapil
alkohola), te djeluje kao vezivo izmedu hemiceluloze i celu-
loze (Hahn-Hégerdal i sur. 2006; Wyman 2007; Taylor 2008;
Erdei i sur. 2013).

Predobrada lignoceluloznih sirovina potrebna je kako
bi se promjenio sastav i struktura sirovine s ciljem: izdvaja-
nja lignina i modifikacije lignocelulozne strukture, hidrolize
hemiceluloze, dekristalinizacije celuloze i stvaranja povrSina
dostupnih enzimima. Navedene promjene osiguravaju efikasnu
enzimsku hidrolizu u sljede¢em koraku, smanjenje energetskih
troskova za mijesanje i izdvajanje proizvoda i relativno brzo
alkoholno vrenje bez pojave inhibicije (Olsson i Hahn-Héger-
dal 1996). Kao postupci predobrade koriste se odvojeno ili u
kombinaciji slijedeéi postupci: predobrada parom, organskim
otapalima, kiselinama, luzinama, amonijakom, SO,, ionskim
teku¢inama, gama-zrakama ili ultrazvukom. Medutim, neki
od navedenih postupaka jo$ uvijek nisu ekonomski isplativi
ili tehnicki izvedivi u industrijskom mjerilu (Lynd i sur. 2002;
Huang i sur. 2008; Wyman i sur. 2009; Balat 2011; Limayem
i Ricke 2012).

Zbog povoljne cijene anorganskih kiselina, za proces pro-
izvodnje bioetanola najée$ée se primjenjuje postupak predo-
brade razrijedenim ili koncentriranim kiselinama (uglavnom
H,SO,). Postupak predobrade koncentriranim kiselinama pro-
vodi se na sobnoj temperaturi pri ¢emu se hidrolizira do 90 %
suhe tvari lignocelulozne sirovine. Medutim, za regeneraciju i

reciklaciju kiseline potrebno je utrositi relativno veliku koliéi-
nu energije i vremena (trajanje procesa od 2 do 6 h), a kapitalni
troskovi opreme su takoder visoki (oprema je izloZena ubrza-
noj koroziji zbog djelovanja kiselina). Primjena razrijedenih
kiselina pri vi$im temperaturama skracuje vrijeme hidrolize i
koli¢inu upotrebljene kiseline. Hemiceluloza je osjetljivija na
djelovanje kiselina od celuloze i moze se hidrolizirati do 85
% prisutne hemiceluloze u sirovini s razrijedenim kiselinama
pri atmosferskom tlaku i 40 °C. Hidrolizu celuloze potrebno
je provoditi pri viSim temperaturama da bi se dobili zadovo-
ljavaju¢i prinosi glukoze iako ti uvjeti doprinose stvaranju
nepozeljnih produkata hidrolize koji inhibiraju rast radnog
mikroorganizma i smanjuju ucinkovitost bioprocesa. Vrsta i
koncentracija inhibitora ovisi o vrsti lignocelulozne sirovine
i postupku hidrolize, a za uspje$nu proizvodnju bioetanola,
ukoliko je potrebno, izvodi se postupak detoksifikacija tj. ukla-
njanje inhibitora iz hranjive podloge. Inhibitori rasta radnog
mikroorganizma po kemijskom sastavu su fenolni spojevi,
alifatske kiseline, furan aldehidi i anorganski ioni. Najzastu-
pljeniji furan aldehidi su furfural (dehidracija pentoza) i 5-hi-
droksimetil furfural (dehidratacija heksoza) koji nastaju raz-
gradnjom Secera. Razgradnjom lignina nastaju fenolni spojevi
od kojih su najzastupljeniji vanilin, dihidrokoniferil alkohol,
koniferil-aldehid, hidrokinon, acetogvajakon, homovanilinska
kiselina, 4-hidroksibenzojeva kiselina. Razgradnjom polisa-
harida i njihovih razgradnih produkata tijekom kiselinske hi-
drolize nastaju npr. octena kiselina deaciliranjem hemiceluloze
odnosno mravlja i levulinska kiselina razgradnjom 5-hidrok-
simetil furfurala (Jonsson i sur. 2013). Kako bi se sprijecila
razgradnja monosaharida hidroliza se provodi u dva stupnja. U
prvom stupnju hidrolizira se hemiceluloza djelovanjem razri-
jedenih kiselina pri nizim temperaturama, a u drugom stupnju
hidroliza ¢vrstog ostatka djelovanjem koncentriranih kiselina i
visih temperatura. Opisnim postupkom ostvaruje se 90 % hi-
droliza hemiceluloze i 40 % - 60 % hidroliza celuloze. U cijev-
nom bioreaktoru s ¢epolikim strujanjem vrijeme zadrzavanja
iznosilo je 30 sekunda pri 210 °C te je ostvarena 60 % hidroliza
celuloze. Da bi se povec¢ao stupanj hidrolize celuloze, razvije-
ni su bioreaktori s nasutim i fluidiziranim slojem pri ¢emu se
stupanj hidrolize celuloze povecao na 90 % kod 235°C (Taher-
zadeh i Karimi 2007).

Nakon predobrade, s ciljem oslobadanja fermentabilnih
Secera iz celuloze 1 hemiceluloze, najcesce se koristi enzimska
hidroliza. Celuloliticki (celulaze) enzimi koriste se za hidroli-
zu celuloze, a hemicelulaze (ili glikozilhidrolaze) za hidrolizu
hemiceluloze. Hidroliza celuloze se najéesce provodi koriste-
njem celulolitickih enzima iz funga Trichoderma reesei na
sobnoj temperaturi (Hendriks i Zeeman 2009).

Uz T. reesei neki od proizvodnih ogranizama (sintetizi-
raju endo- i egzo- celuloliticke enzime) su bakterije iz rodo-
va: Clostridium, Bacillus, Streptomyces, Acetovibrio, te fungi
iz rodova: Trichoderma, Screlocium, Fusarium, Neurospora.
Stupanj hidrolize predobradene sirovine poveéava se s poveca-
njem koncentracije primjenjenih celulolitickih enzima, ali isto-
vremeno se i znacajno povecavaju troskovi bioprocesa. Zbog
toga je potrebno ovisno o vrsti sirovine i aktivnosti enzimskog
pripravka (komercijalni enzimi na trzistu smjesa su razlicitih
celulolitickih i hemiceluloliti¢kih enzima) to¢no odrediti kon-
centraciju enzima za uspjes$nu hidrolizu lignocelulozne sirovi-
ne (npr. za hidrolizu 1 g celuloze potrebno je 5 - 60 FPU celu-
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laza; FPU je koncentracija enzima koja oslobada 1 uM glukoze
iz Whatman No. 1 filter papira u minuti pri pH 5,0 i 50 °C).
Osim optimalne temperature i pH potrebno je osigurati i efika-
snu distribuciju enzima do sirovine. Zbog osobina hidrolizata
lignoceluloznih sirovina (poludvrsti ili ¢vrsti supstrat) dolazi
do usporavanja ili blokiranja distribucije odnosno djelovanja
enzima na supstrat usljed vezanja enzima na nespecifi¢na mje-
sta, te gubitka enzimske aktivnosti. Uzroci gubitka enzimske
aktivnosti mogu biti i denaturacija zbog djelovanja sila smi-
canja usljed mijesanja ili neadekvatne kontrole parametara bi-
oprocesa. Ukoliko se koriste proteoliti¢ki enzimi potrebno ih
je deaktivirati, odnosno sprijeciti njihovo negativno djelovanje
na celulaze (Wyman i sur. 2004; Zhao i sur. 2012). Da bi se
povecao udjel fermentabilnih Secera prije procesa alkoholnog
vrenja, moze se koristiti i vakuum uparavanje kao dio postupka
pripreme lignoceluloznih sirovina za proizvodnju bioetanola.
Negativne posljedice postupka vakuum uparavanja su dodatan
utro$ak energije i koncentriranje inhibitora alkoholnog vrenja,
ali i smanjenje troskova za izdvajanje etanola (Taherzadeh i
Karimi 2007).

Proizvodnja bioetanola u biotehnoloskom postrojenju
moze se voditi pomocu ovih tehnika vodenje bioprocesa: od-
vojena hidroliza i fermentacija (eng. separate hydrolysis and
fermentation; SHF); simultana hidroliza (saharifikacija) i fer-
mentacija (eng. simultaneous saccharification and fermentati-

on; SSF); simultana hidroliza (saharifikacija) i ko-fermenta-
cija (eng. simultaneous saccharification and co-fermentation;
SScF) i konsolidirani bioprocesni sustav (eng. consolidated
bioprocessing; CBP). U daljnjem razmatranju detaljnije ¢e se
proucavati one tehnike vodenja bioprocesa koje imaju najveci
potencijal za primjenu u industrijskom mjerilu.

Tehnike vodenja proizvodnje bioetanola
iz lignoceluloznih sirovina

Odvojena hidroliza i fermentacija

Proces odvojene hidrolize i fermentacije se s obzirom na
nacin vodenja procesa proizvodnje bioetanola u bioreaktoru
mozZe voditi $arznim ili kontinuiranim postupkom. Sarzni po-
stupak proizvodnje bioetanola odvojenom hidrolizom i fer-
mentacijom provodi se u dva stupnja koriStenjem predobradene
lignocelulozne sirovine. U prvom stupnju predobradena ligno-
celulozna sirovina podvrgava se enzimskoj hidrolizi koristenjem
celuloliti¢kih enzima (endo- i egzo-glukanaza, -glikozidaza), a
fermentacija heksoza u teku¢oj fazi provodi se u drugom stupnju
koristenjem konvencionalnih kvasaca (Slika 1).
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Pojednostavljena shema procesa odvojene enzimske hidrolize i fermentacije.

(STR-bioreaktor s mjesalom; MO-mikroorganizam, SPP-sredstvo za suzbijanje pjene)

Fig. 1.
(STR-stirred tank bioreactor;, MO-microorganism)

A simplified scheme of separate enzymatic hydrolysis and fermentation.

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



T. Rezié i sur.: Croatian Journal of Food Technology,

10 Biotechnology and Nutrition 11 (1-2), 6-17 (2016)

Ova tehnika vodenja proizvodnje bioetanola iz lignocelu-
loznih sirovina ima industrijsku primjenu (Anonymous 2), jer
omogucava kontrolu i optimalne vrijednosti parametara (npr.
pH i temperatura) oba stupnja bioprocesa. Optimalne vrijed-
nosti parametra bioprocesa ovise o: vrsti sirovine, provede-
nom postupku predobrade, koriStenim enzimima, osobinama
radnog mikroorganizama i konstrukcijskim osobinama biore-
aktora (Taherzadeh i Karimi 2007; Limayem i Ricke 2012).
Temperatura hidrolize sirovine se prilagodava optimalnoj tem-
peraturi djelovanja koristenih enzima dok se u drugom stupnju
optimalna temperatura prilagodava radnom mikroorganizmu.
Prosjecno vrijeme hidrolize je izmedu 24-96 h, a alkoholnog
vrenja 10-24 h. Ukoliko je potrebno, sastav hranjive podloge
korigira se dodatkom razli¢itih faktora rasta kako bi se ubrzao
proces alkoholnog vrenja. Koncentracija Secera nakon hidro-
lize je relativno mala u usporedbi s proizvodnjom bioetanola
iz Se¢ernih i Skrobnih sirovina. Uz Sarzni, moze se provoditi i
kontinuirani dvostupanjski proces sa i bez reciklacije mikrob-
ne biomase. U literaturi je opisan relativno veliki broj dvostu-
panjskih postupaka, a dobivene produktivnosti procesa proi-
zvodnje bioetanola bile su u rasponu od 0,225 do 18,3 gL' h'.
Brzine razrijedenja u tim bioprocesima bile su u rasponu od
0,009 - 0,52 h'!, a koristene su razli¢ite vrste sirovine (npr. od
drvnih ostataka do ostataka iz poljoprivrede) u kombinaciji s
razli¢itim postupcima kemijske i fizikalne predobrade sirovi-
ne (Brethauer i Wyman 2010; Balat 2011; Limayem i Ricke
2012). Nadalje, tijekom tih istrazivanja koriStene su suspen-
dirane i imobilizirane stanice kvasca. Procesi s imobiliziranim
stanicama kvasca nemaju industrijsku primjenu zbog pove-
¢anja cijene bioprocesa i smanjenja stabilnosti imobiliziranih
stanica (dugotrajnim kori$tenjem imobiliziranih stanica dolazi
do fizioloskih promjena stanica). Medutim, primjena kvasaca
s relativno velikom sposobnoscu flokulacije nasla je, kao pri-
rodni oblik imobilizacije, primjenu u industrijskim procesima
proizvodnje bioetanola (Brethauer i Wyman 2010).

Proces proizvodnje bioetanola na predobradenim ligno-
celuloznim sirovinama s razrijedenim kiselinama bez dodatka
izvora ugljika proveden je pomocu flokulirajuéeg soja kvasca
S. cerevisiae. Prije procesa alkoholnog vrenja uklonjeni su in-
hibitori vrenja tj. hidroksimetilfurfural i furfural. Proizvodnja
bioetanola je vodena kod brzina razrijedenja u rasponu od 0,13
do 0,52 h'! uz stupanj konverzije supstrata u etanol od 0,42 -
0,44 g ¢! i koncentraciju etanola u izlaznom toku bioreaktora
od 25,2 - 61,8 g L'. Koncentracija stanica kvasca odrzavala
se u intervalu 23 - 30 g L! pomocu pritoka izvora dusika. Bi-
oproces je proveden i koriStenjem dva bioreaktora s recikla-
cijom stanica kvasca iz drugog u prvi bioreaktor postrojenja.
Medutim, dobiveni pokazatelji uspjes$nosti bioprocesa bili su
na razini s rezultatima ostvarenim koriStenjem samo jednog
bioreaktora (Purwadi i sur. 2007; Tablica 1). Proces proizvod-
nje bioetanola iz drva Cetinjaca karakterizira relativno velika
produktivnost bioprocesa (oko 20 g L' h'"). Predobrada drvne
biomase provedena je koncentriranom H,SO,, a nakon procesa
neutralizacije s Ca(OH), u hranjivoj podlozi su dobivene ove
koncentracija Secera: 106 g L' glukoze, 11 g L' manoze, 3 g
L galaktoze i 12 g L' ksiloze. Kao dodatni izvori faktora rasta
u hranjivu podlogu su dodani izvori dusika i fosfora (pepton,
kukuruzna mocevina, kvascev ekstrakt, te anorganski izvori
fosfora). Bioproces je proveden pri 35 °C, pH 4-4,5 i brzini
razrijedenja 0,3 h' uz produktivnost bioprocesa od 21 g L

h'!'. Ovaj bioproces je proveden i u cijevnim poluindustrijskim
bioreaktorima pri ¢emu je brzina razrijedenja smanjena na 0,2
h!' uz smanjenje produktivnosti bioprocesa na 12,6 g L' h.
Buduc¢i da cijevne bioreaktore karakterizira gradijent koncen-
tracije uzduz osi bioreaktora u ovim istraZivanjima nije uo¢ena
pojava inhibicije supstratom ili drugim sastojkom hidrolizata
lignoceluloznih sirovina (npr. furfural i hidroksimetil-furfural).
Nedostaci ovog bioprocesa su koristenje koncentrirane kiseli-
ne, te visoki kapitalni i operativni troskovi procesa u industrij-
skom myjerilu (Tang i sur. 2006; Tablica 1). Nakon hidrolize
lignoceluloznih sirovina i odvajanja ¢vrstog ostatka, tekuéa
faza sadrzi znaCajne koncentracije Secera (osobito pentoza)
koje kvasac S. cerevisiae ne moze konvertirati u etanol. Stoga
su razvijeni bioprocesi koji koriste viSe bioreaktorskih posuda
kako bi se osigurali optimalni uvjeti za proizvodnju etanola
iz pentoza. Istrazivanja alkoholnog vrenja pentoza provedena
su koristenjem viSestupanjskih procesa s ovim radnim mikro-
organizmima: E. coli, K. oxytoca, Zymomonas mobilis i kva-
sac Pichia stipitis (Ivan¢ié-Santek i sur. 2016). Dobar primjer
toga je trostupanjski proces u kojem kvasci Pichia stipitis i S.
cerevisiae provode mikrobnu konverziju pentoza i heksoza u
etanol. Brzine razrijedenja prilagodene su uvjetima u pojedi-
nim stupnjevima bioprocesa da bi se ostvarila zadovoljavajuca
vremena zadrzavanja i optimalni uvjeti za proizvodnju etanola
iz glukoze u zadnjem stupnju. Medutim, ovaj bioproces pro-
veden je pri vrlo malim brzinama razrijedenja 0,027 h' i na
kemijski definiranoj hranjivoj podlozi koja je sadrzavala 10 g
L' ksiloze i 40 g L! glukoze, a produktivnosti bioprocesa su
bile do 0,51 g L' h''. Pove¢anjem brzine razrijedenja smanjene
su uspjesnosti konverzije ksiloze u etanol za 20 % (Grootjen i
sur. 1991; Tablica 1).

Sposobnost Z. mobilis da konvertira pentoze i heksoze u
etanol iskoriStena je za proizvodnju bioetanola iz lignocelulo-
znih sirovina. U bioreaktorima s fluidiziranim slojem kori$tene
su imobilizirane stanice Z. mobilis za proizvodnju bioetanola
na kiselinskom hidrolizatu ostataka riZe, a ostvarene su rela-
tivno velike produktivnosti bioprocesa (8arzni 6,5 g L' h! od-
nosno kontinuirani 15,3 g L' h'!). Kontinuiranim postupkom
proizvodnje bioetanola u bioreaktoru s mjeSalom na kemijski
definiranoj podlozi s 8 g L! glukoze i 40 g L' ksiloze dobivene
su koncentracije etanola od 20 - 22 g L' pri brzini razrijedenja
0,04-0,1 h'' uz produktivnost bioprocesa od 0,8 - 2,1 g L' h'!
(Lawford i sur. 1998; Tablica 1). Rezultati proizvodnje bioe-
tanola na detoksificiranom kiselinskom hidrolizatu piljevine
topole pokazali su da se u Sarznom postupku mogu ostvarivati
zadovoljavajuci stupnjevi konverzije supstrata u etanol. Me-
dutim, primjenom kontinuiranog postupka usljed adaptacije
radnog mikroorganizma na poveéane koncentracije supstrata u
podlozi zabiljezeno je dodatno povecanje efikasnosti bioproce-
sa (Lawford i Rousseau 2002).

Bioreaktor s fluidiziranim slojem koristen je i za proi-
zvodnju bioetanola iz kukuruznih ostataka hidroliziranih s ra-
zrijedenom H,SO,. Nakon hidrolize u tekucoj fazi koncentra-
cija glukoze iznosila je 16 g L}, a koncentracija ksiloze 68 g
L. Razrijedivanjem i dodatkom izvora dusika i drugih faktora
rasta proveden je proces alkoholnog vrenja tako pripremljene
hranjive podloge (bez uklanjanja inhibitora) s genetski modifi-
ciranim Termoanaerobacter BG1LI1. Radni mikroorganizam je
imobiliziran na ¢vrstom nosacu promjera ¢estica 1 - 1.5 mm, a
bioproces je proveden u bioreaktoru s fluidiziranim slojem na

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



T. Rezié i sur.: Croatian Journal of Food Technology,

Biotechnology and Nutrition 11 (1-2), 6-17 (2016) 11

70 °C i pH 7,0. Vrijeme zadrzavanja hranjive podloge u biore-
aktoru bilo je 2 do 3 dana. Koncentracija supstrata povecavala
se postepeno kako bi se osigurala adaptacija radnog mikro-
organizma na povecane koncentracije inhibitora alkoholnog
vrenja u hranjivoj podlozi. Stupanj konverzije Secera u etanol

bio je u intervalu od 0,39 - 0,42 g g, a koncentracija etanola
32,5-35,1 g L. Bioproces je trajao 135 dana uz zadovoljava-
jucu razinu asepti¢nosti (Georgieva i Ahring 2007; Tablica 1).
Usporedba razli¢itih postupaka odvojene kiselinske hidrolize i
fermentacije prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Proizvodnja bioetanola u razli¢itim procesima odvojene kiselinske hidrolize i fermentacije.
Table 1. Production of bioethanol in different separate acid hydrolysis and fermentation processes.

Hranjiva podloga; radni mikroorgani- Koncentracija Tip reaktora / Brzina razrijede- Koncentracija Yo Produktivnost Referenca /
zam / Secera (gL™")/ Reactor type nja(h")/ etanola (ggh/ proizvodnje References
Culture medium; microoorganisam Sugar concen- Dilution rate (h™") gLy Y, etanola
tration Ethanol concen- (gg") (gL 'h")/
(gL tration (g L") Ethanol produc-
tivity
€L'h"
Hidrolizati lignoceluloznih sirovina Glukoza: 60-140 /| Dvostupanjski 0,13-0,52 25,20 - 61,60 0,42-0,44 1,64-16.71 Purwadi i sur.
dobiveni predobradom s razrijedenom Glucose: 60-140 kontinuirani (2007) /
kiselinom (uz dodatak izvora dusika); S. kemostat (N- Purwadi et al.
cerevisiae | limitacija) s reci- (2007)
Dilute acid hydrolysate of lignocellulo- klaciom biomase
sic raw materials (adition of nitrogen iz drugog u prvi
source); S. cerevisiae bioreaktor/
Two stage CSTR
chemostat (N
limitation) with
cell recirculation
from second to
first bioreactor
Kemijski definirana hranjiva podloga; S. Glukoza: 40 Kontinuirani pro- 0,027 18,8 0,38 0,51 Grootjen i sur.
cerevisiae, Pichia stipitis | Ksiloze: 10/ ces s tri serijski (1991)/
Chemically defined culture medium, S. Glucose: 40, povezana CSTR/ Grootjen et al.
cerevisiae, Pichia stipitis Xylose 10 Continuous (1991)
process with three
CSTRs
in series
Hidrolizati ostataka rize dobiveni Glukoza: 8 Kontinuirani pro- 0,04-0,1 20,0-22,0 0,41-0,46 0,8-2,1 Lawford i sur.
predobradom s razrijedenom kiselinom; Ksiloze: 40 / ces s tri serijski (1998) /
Z mobilis / Glucose: 8, povezana CSTR / Lawford et al.
Dilute acid hydrolysate of rice residues; Xylose 40 Continuous (1998)
Z mobilis process with three
CSTRs
in series
Hidrolizati drva dobiveni dvostupanj- Glukoza: 106 Jednostupanjski 0.2 56,0-63,0 0,43 12,6 Tang i sur.
skim procesom s razrijedenom Kiseli- Manoza: 11/ kontinuirani pro- (2006) /
nom (uz dodatak hranjiva); S. cerevisiae |  Glucose: 106, ces u cijevnom Tang et al. (2006)
/ Two stage dilute acid hydrolysate of Mannose:11 bioreaktoru /
wood, (addition of medium ingredients); Single stage
S. cerevisiae continuous
process in tubular
bioreactor
Hidrolizati kukuruznih ostataka Glukoza: 16 Jednostupanjski 0,125 32,5-35,1 0,39-0,42 4,1-4,4 Georgijeva i
dobiveni predobradom s razrijede- Ksiloze: 68 / kontinuirani pro- Ahring (2007) /
nom kiselinom (uz dodatak hranjiva); Glucose: 16, ces u bioreaktoru Georgijeva and
Termoanaerobacter BGILI1/ Dilute acid Xylose 68 s fluidiziranim Ahring (2007)
hydrolysate of corn residue ( addition of slojem /
medium ingredients); Termoanaerobac- Single stage con-
ter BGIL1 tinuous process
in fluidized bed
bioreactor

CSTR - kontinuirani bioreaktor s mjeSalom; Y, ; - stupanj konverzije supstrata u etanol
CSTR - continuous stirred tank bioreactor: Y, - conversion coefficient of substrate into ethanol

Proizvodnja bioetanola iz pSeni¢nih ostataka hidrolizira-
nih pomo¢u H, O, takoder je provedena u bioreaktoru s flui-
diziranim slojem. Nakon hidrolize tekuca faza je razrijedenja
tako da koncentracije suhe tvari u hranjivoj podlozi budu u in-
tervalu od 3-12%, a pH vrijednost je korigirana na 5.0 pomoc¢u
NaOH. Hranjiva podloga je sterilizirana i ohladena, te hidro-
lizirana pomoc¢u lignocelulitickog multienzimskog kompleksa
(Celluclast i Novozyme 188; odnos 3:1 vol/vol; 10 FPU/g ce-
luloze). Detoksifikacijski stupanj nije proveden. Koncentracija
glukoze u hranjivoj podlozi bila je u intervalu od 9 - 27 g L',

a koncentracija ksiloze u intervalu od 3 - 14 g L-'. Maksimalna
koncentracija etanola na izlazu iz bioreaktora bila je 14,4 g L,
a stupanj konverzije supstrata u etanol 0,42 g g'. Konverzija
glukoze u etanol bila je 90 %, a ksiloze u intervalu od 72-80
%. Zadovoljavajuca razina asepti¢nosti bioprocesa sacuvala se
tijekom 143 dana istrazivanja (Georgieva i sur. 2008).
Membranski bioreaktori su takoder koristeni i za pro-
izvodnju bioetanola iz izluZenih ostataka Secerne trske (eng.
bagasse). Predobrada ostataka Secerne trske provedena je na
121 °C/1 h's 1 % NaOH (uklanjanje lignina), a enzimska hidro-
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liza (nakon nekoliko ispiranja obradene sirovine) provedena
je koristenjem celulaza iz T. reesei. Nakon enzimske hidroli-
ze kao radni mikroorganizam za proizvodnju etanola koristen
je kvasac S. cerevisiae. Bioproces je proveden kod razli¢itih
brzina razrijedenja, a maksimalna produktivnost od 4,1 g L"!
h! ostvarena je pri 0,13 h'l. Koncentracija glukoze, etanola i
biomase u ustaljenom stanju bile su: 90 g L', 31 gL'i3,8 g
L' (Ghose i Tyagi 1979; Tablica 2).

Membranski bioreaktor je koriSten i za proizvodnju bioe-
tanola na hrastovim strugotinama. Hrastove strugotine su pret-
hodno obradene pomoéu predgrijane vodene pare (3 min /215
°C), a da bi se smanjila koncentracija inhibitora alkoholnog
vrenja dobiveni hidrolizat hrastovih strugotina dodatno je izlo-
zen postupku termalne obrade na 60 °C/120 min. Pri ulaznoj
koncentraciji glukoze 180 g L' i brzini razrijedenja 0,22 h’!
dobiveno je 77 g L' etanola, a produktivnost bioprocesa bila je
16,9 g L' h'! uz stupanj konverzije supstrata u etanol od 0,43 g
g!. U Sarznom procesu pri poéetnoj koncentraciji glukoze od
170 g L' ostvarena je koncentracija etanola od 57 g L' nakon
210 h bioprocesa s 35 g L! neutroSene glukoze i produktivno-

§¢u o0d 0,3 g L' h! (Lee i sur. 2000; Tablica 2). Reciklacijom
stanica kvasca ostvareno je znafajno povecanje prinosa cta-
nola. Proizvodnja bioetanola na obradenim ostacima smreke
s reciklacijom kvaseve biomase povecana je produktivnost
za 4,5 puta u odnosu na proces bez reciklacije biomase. Pre-
dobrada je provedena s pregrijanom vodenom parom u struji
SO, (215°C/ 5 min), a potom je provedena enzimska hidroliza
bez odvajanja ¢vrstog ostatka. Kvasac S. cerevisiae izoliran iz
sulfitne luzine koristen je za provodenja procesa alkoholnog
vrenja, a uoceno je da ima sedam puta vecu maksimalnu br-
zinu rasta od pekarskog kvasca pri niskim pH vrijednostima.
Takoder je zapazena otpornost izoliranog kvasca na inhibitore
alkoholnog vrenja kao $to su furfural i hidroksimetil-furfural.
Ukoliko se bioproces vodi bez izdvajanja ¢vrstog ostatka prije
alkoholnog vrenja moze se ostvariti usteda u kapitalnim i ope-
rativnim tro§kovima. Medutim, ovakav nacin vodenja biopro-
cesa ogranicen je zbog otezanog uklanja inhibitora prisutnih u
¢vrstoj fazi (Palmqvist i sur. 1998; Spindler i sur. 1987; Tablica
2). Usporedba razli¢itih postupaka odvojene enzimske hidroli-
ze 1 alkoholnog vrenja (fermentacije) prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Proizvodnja bioetanola u razli¢itim procesima odvojene enzimske hidrolize i fermentacije.
Table 2. Production of bioethanol in different separate enzyme hydrolysis and fermentation processes.

Hranjiva podloga / Koncentracija Tip reaktora / Reactor type Brzina razrije- | Koncentracija | Y, ¢ Produktivnost | Referenca /
Culture medium Secera (gL™")/ denja (h")/ etanola (gg"/ proizvodnje References
Sugar concentra- Dilution rate | (g L")/ Y, etanola
tion (g L") ) Ethanol (gg) (gL 'hty
concentration Ethanol pro-
(gL™) ductivity
(g L*/ h*/)

Vakuum uparavanjem pripremljeni Reducirajuci Jednostupanjski kontinuirani | 0,13 31 0.19 4,1 Ghose i Tyagi
enzimski hidrolizati ¢vrstih Seceri: 160/ process (CSTR) / (1979)/
ostataka stabljike Secerne trske predo- Reducing sugars: | Single stage CSTR Ghose and Tyagi
bradeni s NaOH (uz dodatak “jeftinog | /60 Jednostupanjski kontinuirani | 0,3 58 0,36 18,3 (1979)
izvora dusika”, CaCl,, MgSO,”) / proces (CSTR) s reciklaciom
Sugar cane bagasse pretreated with biomase /
NaOH; washed solids enzymatically Single stage CSTR with cell
hydrolyzed, concentration by vacuum recycle
evaporation; (addition of “cheap nitro-
gen source”, CaClj, MgSOJ)
Vakuum uparavanjem pripremljeni en- | Glukoza: 180 Jednostupanjski kontinuirani | 0,22 71 0,43 16,9 Lee i sur. (2000) /
zimski hidrolizati drvnih ostataka hrasta | Glucose: 180 process (CSTR) s membran- Lee et al. (2000)
predobradeni eksplozijom u vodenoj skim modulom /
pari te sterilizirani 120 min na 60 °C Single stage CSTR with
Steam exploded oak chips, washed cell retention by membrane
solids enzymatically hydrolyzed, module
concentrated by vacuum evaporation, Glukoza: 170 Jednostupanjski $arzni n.d. 57 0,34 0,3
sterilization for 120 min at 60 °C Glucose: 170 proces /

Single stage batch
Enzimski hidrolizati drvnih ostataka Glukoza: 25-50, | Jednostupanjski kontinuirani | 0,05 20 0,32 0,5 Palmqvist i sur.
smreke predobradeni eksplozijom u Manoza:10 / process (CSTR)/ 0,1 Ispiranje / Washout (1998) /
vodenoj pari (uz dodatak mineralnih Glucose: 25-50, | Single stage CSTR Palmgvist et al.
hranjiva) / Mannose: 10 Jednostupanjski kontinuirani | 0,1 23 0,51 2.3 (1998)
Steam exploded spruce, whole slurry proces (CSTR) s reciklaci-
enzymatically hydrolyzed, addition of jom biomase /
complete mineral medium salts Single stage CSTR with cell

recycle

CSTR - kontinuirani bioreaktor s mjeSalom; Y, . - stupanj konverzije supstrata u etanol
CSTR - continuous stirred tank bioreactor: Y, - conversion coefficient of substrate into ethanol

Simultana hidroliza i fermentacija

Bioprocesi u kojima se simultano provodi hidroliza i fer-

mentacija (eng. Simultaneous Saccharification and Fermentati-
on SSF), u jednoj bioreaktorskoj posudi (Slika 2), imaju veliki
potencijal za industrijsku primjenu jer se izbjegava pojava in-

hibicije supstratom (ili drugim sastojcima hidrolizata sirovine).
Nadalje, olak$ano je izdvajanje i pro¢is¢avanje proizvoda ¢ime
se moZze bitno poboljsati efikasnost odnosno smanjiti kapital-
ni i operativni troskovi bioprocesa. Osnovni nedostatak ovog
postupka proizvodnje su razli¢iti optimalni uvjeti za enzimsku
hidrolizu supstrata i alkoholno vrenje. Buduci da se bioprocesi
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vode kod nizih temperatura od optimalne temperature za akti-
vnost celulitickih enzima potrebno je primjeniti vece koli¢ine
enzima za o$ecerenje sirovine §to poskupljuje proces proizvod-

nje. U literaturi je naveden veliki broj razli¢itih postupaka koji
su imali za cilj smanjenje troskova proizvodnje SSF procesa
(Wyman 1994; Balat 2011; Limayem i Ricke 2012).

Slika 2. Pojednostavljena shema procesa simultane enzimske hidrolize i fermentacije (SSF).
(MO-mikroorganizam; SPP-sredstvo za suzbijanje pjene)
Fig. 2. A simplified scheme of simultaneous enzymatic hydrolysis and fermentation process (SSF; MO-microorganism).
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Usporedba razli¢itih postupaka simultane hidrolize i fermentacije prikazana je u tablici 3.
Tablica 3. Proizvodnja bioetanola u razli¢itim procesima simultane hidrolize i fermentacije.
Table 3. Production of bioethanol in different simultaneous hydrolysis and fermentation processes.
Hranjiva podloga / Koncentracija Tip reaktora / Brzina Koncentracija Y, Produktivnost Referenca /
Culture medium Secera (gL / Reactor type razrijedenja (h™") / | etanola (ggh/ proizvodnje eta- | References
Sugar concentra- Dilution rate (h™') | (gL™")/ Y, nola (g L' h')/
tion (g L) Ethanol concen- | (gg™") Ethanol produc-
tration (g L™') tivity
(gL' h™)
Hidrolizati stabljike Secerne trske 150 Jednostupanjski | - 51,7 0,34 0,94 Ferreira i sur.
dobiveni predobradom s razrijedenom Sarzni proces / (2010) /
kiselinom / Single stage Ferreira et al.
Sugar cane bagasse batch process (2010)
diluted acid hydrolysates
Hidrolizati kukuruzne stabljike dobi- | 40 Jednostupanjski | - 18 0,45 0,225 Ohgren i sur.
veni predobradom s SO, / Sarzni proces / (2007) /
Corn stover SO, pretreated hydroly- Single stage Ohgren et al
sates batch process (2007)
Papirni mulj/ 82 Jednostupan- 0,01 38 0,46 0,42 Fan i sur. (2008) /
Paper sludge 120 jski kontinuirani 50 0,38 0,5 Fan et al. (2008)
proces (pritok
supstratau 12 h
intervalima) /
Single stage
CSTR with 12 h
feed intervals
Cjeloviti hidrolizat kukuruznih 90 Kontinuirani pro- | 0,009 40 0,44 0,36 Schell sur.
vlakana dobivenih jednostupanjs- ces s tri serijski (2007) /
kom predobradom s razrijedenom povezana CSTR / Schell et al
kiselinom / Three CSTRs (2007)
Whole slurry of one stage dilute acid in series
pretreated corn fibers

CSTR - kontinuirani bioreaktor s mjeSalom; Y, ; - stupanj konverzije supstrata u etanol
CSTR - continuous stirred tank bioreactor: Y, - conversion coefficient of substrate into ethanol
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Sarzni proces simultane hidrolize i fermentacije izluzene
stabljike Seéerne trske (eng. bagasse) proveden je koriStenjem
genetski modificiranih stanica S. cerevisiae i celulaza iz Tricho-
derma reesei. Zadrzavanjem usitnjenih ostataka Seéerne trske 40
min na 121 °C u otopini 1 % H,SO, i 30 min na 121 °C u otopini
4 % NaOH provedena je predobrada odnosno priprema hranjive
podloge za proces simultane hidrolize i fermentacije. Koncen-
tracija celuloze bila je 150 g L', a celulazna aktivnost je bila
25 FPU po gramu celuloze na pocéetku bioprocesa. Maksimalna
ostvarena koncentracija etanola bila je 51.7 g L', a produktiv-
nost 0,94 g L' h! (Ferreira i sur. 2010; Tablica 3). Sli¢an sustav
predobrade sirovine koristen je i za proizvodnju bioetanola iz
kukuruzovine. Predobrada usitnjenih ostataka kukurizovine pro-
vedena je s 3 % SO, na 150 °C / 5 min. Simultana hidroliza i
fermentacija provedena je s 40 g L*! celuloze u 15 L bioreaktoru
s mjesalom pomocu kvasca S. cerevisae pri celulaznoj aktivnosti
(cellulase NS 50013 Novozymes) 10 FPU po gramu celuloze.
Maksimalna ostvarena produktivnost bila je 0,225 g L' h'uz
koncentraciju etanola od 18 g L' nakon 80 sati procesa Sarzne si-
multane hidrolize i fermentacije (Ohgren i sur. 2007). Kontinui-
rana simultana hidroliza i fermentacija provedena je koristenjem
S. cerevisiae D5A zajedno s celulazama. Zadrzavanjem usitnje-
nog (0,05 mm) drveta bjelogorice 10 s na 220 °C u otopini 1 %
sulfatne kiseline proveden je proces predobrade lignocelulozne
sirovine. Koncentracija celuloze na ulazu bila je u intervalu 5 -
60 g L, a celulazna aktivnost u intervalu 5 - 25 FPU po gramu
celuloze. Pri koncentraciji celuloze na ulazu od 61 g L' dodano
je 12 FPU po gramu celuloze, te je brzina razrijedenja bila 0,02
h'!. Koncentracija etanola na izlazu bila je 21 g L', a produktiv-
nost 0,41 g L' h! (South i sur. 1993).

Sli¢ni sustav koriSten je i za proizvodnju bioetanola iz
pulpe papira. Da bi proces bio isplativ s obzirom na trosko-
ve izdvajanja etanola potrebno je dobiti koncentracije etanola
vece od 40 g L' u izlaznom toku bioreaktora. Nadalje, potreb-
no je smanjiti viskoznost suspenzije u bioreaktoru da bi se osi-
guralo efikasno mijesanje hranjive podloge. Stoga je izabran
kontinuirani proces s brzinom razrjedenja 0,01 h! i koncentra-
cijom celuloze od 82 g L, te je dodano 15-20 FPU celulaza
po gramu celuloze. Ostvarena je 92 % konverzija celuloze u
etanol uz izlaznu koncentraciju etanola od 42 g L' i produktiv-
nost 0,42 g L' h''. Medutim, povecanje ulazne koncentracije
celuloze na 120 g L' i smanjenje koncentracije celulaza na 15
FPU/g celuloze rezultirala je smanjenjem stupnja konverzija
celuloze u etanol na 0,38 g g (Fan i sur. 2003; Tablica 3).

Testiranje proizvodnje bioetanola u bioreaktoru od 9 m?
provedeno je pri brzini razrijedenja 0,009 h'! i vremenu zadr-
zavanja 36 h. Parametri proizvodnje su optimirani s ciljem do-
bivanje 40 g L' etanola u izlaznom toku bioreaktora. Medutim,
tijekom bioprocesa doslo je do kontaminacije s bakterijama
mlijecne kiseline, te je zapazeno smanjenje koncentracije ara-
binoze s 25 na 2 g L. Da bi se sprije¢ila kontaminacija svakih
12 h tijekom bioprocesa dodano je 10 mg L™ penicilina. Nakon
prevladavanja kontaminacije ostvarene su koncentracije etano-
la od 50 g L' u izlaznom toku. Pojava kontaminacije ukazala je
na problem radnog mikroorganizma koji moze provesti samo
konverziju heksoza u etanol. Na osnovu rezultata ovog istrazi-
vanja vidljivo je da radni mikroorganizam mora biti sposoban
metabolizirati sve produkte hidrolize lighnoceluloznih sirovina
u etanol. Da bi se to ostvarilo potrebno je odvojiti proces hidro-
lize i alkoholnog vrenja kako bi se sprijecila pojava kontamina-

cije tijekom procesa hidrolize odnosno radni mikroorganizam
treba biti otporan na povecéane koncentracije inhibitora procesa
alkoholnog vrenja (South i sur. 1995; Philippidis i Hatzis 1997,
Schell i sur. 2007). Heterogenost hranjive podloge s velikim
koncentracijama suhe tvari supstrata uzrokuje smanjenje pri-
jenosa mase zbog ¢ega se procesi hidrolize i alkoholnog vre-
nja ne provode u optimalnim uvjetima (npr. pH i temperatura).
Mala homogenost sustava tijekom procesa simultane hidrolize
i fermentacije u bioreaktoru moze se izbjeci koriStenjem bio-
reaktora za provodenje bioprocesa na ¢vrstim (ili polu¢vrstim)
supstratima. Bioreaktori za bioprocese na ¢vrstim (ili polu¢vr-
stim) supstratima podijeljeni su u ove etiri skupine: bioreakto-
11 s pliticama, nasutim i fluidiziranim slojem i rotirajuci bubanj
bioreaktori. Najefikasnije mijesanje ¢vrstog (ili poluc¢vrstog)
supstrata ostvaruje se u rotirajuéim bubanj bioreaktorima ¢ija
uc¢inkovitost se moze dodatno poboljsati ugradnjom mjesala
oblika puznice, heliksa ili lopatica. Prednost bioprocesa prove-
denih u ovom tipu bioreaktora je znac¢ajno manji utroSak ener-
gije u odnosu na bioreaktore s mjesalom, a nedostatak otezana
kontrola parametara bioprocesa (Mitchell i sur. 2006).

Jedna od moguénosti smanjenja troSkova procesa simul-
tane hidrolize i fermentacije je primjena zdruzenih kultura
mikroorganizama kvasca S. cereviaise 1 plijesni Fusarium
oxysporum koja proizvodi celulaze i hemicelulaze. Medutim,
primjenom ove zdruzene kulture mikroorganizama dobivene
su relativno male koncentracije etanola (Mamma i sur. 1996).
Nadalje, termotoleratni kvasac Kluyveromyces marxianus
omoguéava vodenje procesa alkoholnog vrenja na 42 - 43°C
(Ballesteros i sur. 2004), a hidroliza celuloze moze se uspjes-
no provesti primjenom neprocis¢ene prevrele podloge na ko-
joj je rasla plijesan Trichoderma reesei ¢ime se dodatno mogu
smanjiti tro§kovi proizvodnje bioetanola (Wyman 1994). Do-
datna moguénost kod postupka simultane hidrolize i fermen-
tacije je postupak simultane hidrolize i kofermentacije (eng.
simultaneous saccharification and co-fermentation, SSCF) koji
proizvodnje bioetanola od prethodno navedenih postupaka
proizvodnje. Istovremena konverzija pentoza i heksoza u eta-
nol u jednom bioreaktoru smanjuje moguénost kontaminacije,
ali i kapitalne tro§kove bioprocesa (Cardona i Sanchez 2007;
Balat 2011; Limayem i Ricke 2012).

Kvasac Pichia stipitis ima sposobnost da potpuno konver-
tira glukozu i ksilozu u etanol pri malim brzinama razrijedenja
u kontinuiranom postupku, a produktivnost bioprocesa iznosi
samo 0,51 g L' h'!. Postupak simultane hidrolize i kofermentaci-
je proucavan je i sa zdruZzenim kulturama dvaju mikroorganiza-
ma kao npr. Saccharomyces cerevisiae i Pichia stipitis (Grootjen
i sur 1990; Srilekha Yadav i sur 2011), Zymomonas mobilis i
Pichia stipitis (Fu i sur. 2009), Zymomonas mobilis i Pachysolen
tannophilus (Fu i Peiris 2008) itd. Kod odabira mikroorganizama
za uzgoj u zdruZenoj kulturi vazno je da odabrani mikroorganiz-
mi rastu u sli¢nim uvjetima s obzirom na temperaturu bioproce-
sa i pH podloge §to ograni¢ava izbor mikroorganizama (Srilekha
Yadav i sur 2011). Kod zdruzene kulture bakterija Clostridium
thermocellum (proizvodi celulaze i prevodi glukozu u etanol) i
Clostridium thermosaccharolyticum (fermentira pentoze) ucin-
kovitost bioprocesa je znacajno manja u usporedbi s kvascima
zbog inhibicije rasta s etanolom i drugim proizvodima metabo-
lizma (npr. octena i mlije¢na kiselina; Wyman 1994). Geneticki
modificirani mikroorganizmi mogu biti altrenativa zdruzenim
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mikrobnim kulturama. Rast kvasca S. cerevisiae i bakterije Z.
mobilis na pentozama omogucen je heterolognom ekspresijom
gena za asimilaciju pentoza. Tijekom kontinuiranog postupka
proizvodnje bioetanola s imobiliziranim stanica rekombinant-
nog soja Z. mobilis u bioreaktoru s fluidiziranim slojem produk-
tivnost bioprocesa je iznosila 6,5 - 8,6 g L' h''. Medutim, na
kraju bioprocesa u podlozi zaostaju znacajne koli¢ine neprevrele
ksiloze (Brethauer i Wyman 2010).

Integrirani sustavi za proizvodnju bioetanola

U integriranom sustavu za proizvodnju bioetanola iz ligno-
celuloznih sirovina, tzv. konsolidiran bioprocesni sustav (eng.
consolidated bioprocessing, CBP), biosinteza celulaza, oSece-
renje prethodno obradene lignocelulozne biomase i fermentacija
Secera u etanol provodi se samo s jednim mikroorganizmom.
Glavni nedostatak ovog koncepta proizvodnje bioetanola je
¢injenica da jos uvijek nije pronaden dovoljno uéinkovit mikro-
organizam koji ima sve potrebne fizioloske i tehnoloske karak-
teristike. Medutim, s ekonomskog stajalista predlozeni koncept
je najucinkovitiji sustav za proizvodnju bioetanola. Fizioloske
karakteristike mikroorganizama koji se ve¢ koriste u proizvodnji
bioetanola nastoje se poboljsati primjenom tehnika genetickog
inzenjerstva. Tako se npr. mikroorganizmima s adekvatnim
fermentacijskim karakteristikama dodaju celuloliticka i/ili he-
miceluloliticka aktivnost, a mikroorganizmima s visokom celu-
laznom aktivno$c¢u poboljsavaju se fermentacijska svojstva. U
kvascu S. cerevisiae eksprimirani su geni za metabolizam ksi-
loze 1 hemiceluloliti¢ki enzimi. Rekombinantni soj kvasca raste
na hidrolizatu rizine slame bez dodatka celuloliti¢ckih enzima i
detoksifikacije podloge. Produktivnost proizvodnje bioetanola
ovog soja kvasca iznosi samo 0,114 g L' h'! (Sakamoto i sur.
2012). Zbog sposobnosti konverzije pentoza (ksiloze) koriste se
i genetski modificirani sojevi kvasaca Pachysolen tannophilus,
Pichia stipitis i Candida shehatae. Medutim, zbog GRAS (eng.
generally regard as safe) statusa S. cerevisiae ima prednost u od-
nosu na prethodno navedene kvasce, a osobito za industrijsku
proizvodnju bioetanola. Termofilna anaerobna bakterija Clostri-
dium thermocellum proizvodi celulaze i fermentira glukozu u
etanol uz relativno mali prinos etanola. Poboljsani rekombinant-
ni soj C. thermocellum proizvodi i do 60 g L' etanola, ali to
je jo§ uvijek znac¢ajno manje u odnosu na kvasac S. cerevisiae
(Lynd i sur. 2005; Svetlitchnyi i sur. 2013). Primjenom tehni-
ka genetiCkog inZenjerstva poboljsana je celuloliticka aktivnost
visokoproduktivnih rekombinantnih sojeva bakterija E. coli, K.
oxytoca i Z. mobilis i kvasca S. cerevisiae (Lawford i Rousseau
2002; Mohagheghi i sur. 2002; Stevenson 1 Weimer 2002; De-
main i sur. 2005; Lynd i sur. 2005; Wood i sur. 2005; Panagiotou
i sur. 2006; Cardona i Sanchez 2007; Balat 2011; Limayem i
Ricke 2012; Zhao i sur. 2012).

Zakljucci

Na osnovu ovog razmatranja vidljivo je da se proces
proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina moze pro-
vesti pomocu razli¢itih tehnika vodenja bioprocesa kao Sto
su npr. odvojeni proces hidrolize i fermentacije, simultana
hidroliza i fermentacija, simultana hidroliza i kofermentacija

ili konsolidirani bioprocesni sustav. Primjenom tehnike odvo-
jene hidrolize i fermentacije mogu se i u industrijskom mjeri-
lu dobiti zadovoljavajuéi pokazatelji uspjesnosti proizvodnje
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. Kontinuiranim postup-
kom proizvodnje bioetanola uz optimalnu brzinu razrijedenja
mogu se izbjeéi problemi vezani uz poveéanje viskoznosti i
neadekvantu homogenost hranjivih podloga s velikim koncen-
tracijama suhe tvari lignoceluloznih sirovina $to omogucava
uspjesno vodenje tih bioprocesa. Imobilizacijom stanica kvas-
ca i njihovom reciklacijom poveéava se produktivnost procesa
proizvodnje bioetanola. Dodatno je smanjena mogucnost poja-
ve inhibicije B-galaktozidaze s celobiozom zbog kontinuiranog
odvodenja iskoristene i dovodenja svjeze hranjive podloge. Za
daljnji razvoj procesa proizvodnje bioetanola iz lignoceluloz-
nih sirovina najveci potencijal ima tehnika simultane hidroli-
ze 1 fermentacija zbog smanjene moguénosti pojave inhibicije
supstratom (ili drugim sastojcima hidrolizata sirovina) odno-
sno smanjenja kapitalnih troskova bioprocesa. Kod primjene
cijevnih bioreaktora u procesu proizvodnje bioetanola osobito
je vidljvo smjenjenje pojave inhibicije §to smanjuje trosko-
ve proizvodnje bioetanola zbog toga §to nije potreban proces
uklanjanja inhibitora. Medutim, potrebno je ukazati na potre-
bu daljnjeg istrazivanja procesa proizvodnje bioetanola iz li-
gnoceluloznih sirovina s ciljem razvoja integriranog sustava
za proizvodnju bioetanola koji ukljucuje simultanu hidrolizu
i fermentaciju pentoza i heksoza uz energetski i ekonomski
ucinkovit proces izdvajanja i proci§¢avanja bioetanola. Ove
spoznaje trebale bi u konaénici omoguciti daljnji razvoj indu-
strijskih integriranih procesa proizvodnje bioetanola temelje-
nih na koristenju lignoceluloznih sirovina.
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