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ISPITIVANJE RAZLICITIH HIBRIDA KUKURUZA KAO SIROVINE
ZA PROIZVODNJU BIOETANOLA, SKROBA | HRANE ZA
ZIVOTINJE

REZIME

Bioetanol je biogorivo koje se Sirom sveta najvise koristi kao zamena za fosilna
goriva. Trend proizvodnje ovog goriva je rastu¢i, a kukuruz predstavlja jednu od
najboljih obnovljivih sirovina za njegovu proizvodnju zahvaljujuc¢i visokom sadrzaju
skroba u zrnu. Suva dzibra sa rastvorenim materijama (SDZSRM) je najznacajniji
sporedni proizvod procesa proizvodnje bioetanola iz kukuruza. Zahvaljujuéi visokoj
hranljivoj vrednosti, sadrzaju proteina i drugih hranljivih materija, predstavlja kvalitetno
hranivo koje moze na¢i primenu kao komponenta u smeSama Kkoje se koriste za ishranu
zivotinja. Procesom mokrog mlevenja zrna kukuruza se osim skroba, koji je osnovni
proizvod od velikog znacaja za prehrambenu i druge industrije, dobijaju vredni sporedni
proizvodi koji takode mogu naci primenu u ishrani ljudi i Zivotinja.

U teorijskom delu ove disertacije dat je sveobuhvatni prikaz svetskih trendova u
proizvodnji bioetanola. Predstavljene su savremene tehnologije prerade kukuruza koje
se koriste u proizvodnji ovog alternativnog goriva i skroba kao i inovacije koje se
razvijaju u cilju poboljSanja efikasnosti i ekonomske isplativosti ovih postupaka.

Hibridi kukuruza stvoreni u Institutu za kukuruz "Zemun Polje" predstavljaju
jedinstven polazni materijal za istrazivanja moguénosti proizvodnje bioetanola, skroba i
hrane za zivotinje. Cilj ovih istrazivanja bio je da se polaze¢i od drugacijih fizickih
karakteristika i hemijskog sastava hibrida standardnog kvaliteta zrna i hibrida
specifiénih svojstava razli¢ite geneticke osnove utvrdi na koji nacin i u kojoj meri ova
svojstva zrna utiu na prinos i kvalitet finalnih proizvoda.

Odredena su fizicka svojstva i hemijski sastav zrna ispitivanih hibrida kukuruza.
Izvrsena je optimizacija procesa enzimske hidrolize i alkoholne fermentacije brasna
celog zrna odabranih hibrida kukuruza primenom enzima termostabilne a-amilaze
Termamyl SC i glukoamilaze SAN Extra L, kao i proizvodnog mikroorganizma -
kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus. Pri optimalnim reakcionim
uslovima (odnos kukuruznog brasna i vode 1:3; koncentracija a-amilaze Termamyl SC

0,02% (v/w), glukoamilaze SAN Extra L 0,12% (v/w) i koncentracija inokuluma kvasca



Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus 2% (v/v); temperatura fermentacije 30°C)
utvrdeno je adekvatno vreme trajanja fermentacije u cilju dobijanja Sto veceg prinosa
etanola 1 ustede elektri¢ne energije koji za modifikovani proces simultane saharifikacije
i fermentacije iznosi 36h. Odredeni su maksimalni prinosi bioetanola koji se mogu
ostvariti fermentacijom ispitivanih hibrida. Ustanovljeno je da je hibrid ZP 434 dao
najvedi prinos bioetanola (94,5% od teorijskog sadrzaja) u procesu odvojene hidrolize i
fermentacije (SHF), kao i da vecée prinose bioetanola mogu ostvariti hibridi standardnog
hemijskog sastava zrna u odnosu na hibride specifi¢nih svojstava.

StatistiCkom analizom, na osnovu izracunatih koeficijenata korelacije ispitano je
postojanje veze izmedu pojedinih fizickih i hemijskih parametara zrna i prinosa etanola.
Zakljuceno je da je prinos bioetanola iz celog zrna ispitivanih ZP hibrida kukuruza
posledica delovanja viSe razliitih faktora. Hemijski sastav i fizicke karakteristike zrna,
kao i drugi parametri procesa proizvodnje uticali su na prinos bioetanola. Analizom
hemijskog sastava i svarljivosti suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama
ustanovljeno je da su sve dzibre bile dobrog kvaliteta i da se kao takve mogu koristiti
kao hranivo za pripremu potpunih i koncentrovanih smesa za ishranu zivotinja.

Ispitivane su i tehnoloske karakteristike mokrog mlevenja zrna odabranih
hibrida, odnosno prinos i kvalitet skroba kao i prinos sporednih proizvoda procesa
mokrog mlevenja kukuruza (mekinje, gluten, klice, voda od mocenja 1 procesna voda).
Pored toga, odredivan je sadrzaj amiloze i amilopektina, odnosno odnos amiloze i
amilopektina u skrobovima izolovanim iz razli¢itih genotipova kukuruza.

Na osnovu prorac¢una energetskih vrednosti bioetanola koji se moze dobiti iz
kilograma kukuruza, odnosno energije sagorevanja celog zrna, pojedinih komponenata
zrna, kukuruznog oklaska 1 suve kukuruzne dZibre sa rastvorenim materijama
ustanovljeno je da su ovi proizvodi bogati energijom $to ukazuje na njihov kvalitet i
potencijalnu primenu kukuruza kao energenta. Na osnovu proseénih troskova
proizvodnje kukuruza po hektaru, strukture i ukupnih troskova proizvodnje bioetanola,
mogucih prihoda od sporednih proizvoda i prodaje ovog goriva u Srbiji izvrSena je
procena isplativosti proizvodnje bioetanola od kukuruza, po hektaru obradive povrsine
kao i po kilogramu kukuruza. Utvrdeno je da bi se prodajom jednog litra etanola mogao
ostvariti ve¢i profit od onog koji se ostvaruje prodajom kilograma merkantilnog
kukuruza. Medutim, s obzirom da je za proizvodnju jednog litra etanola u proseku
potrebno 2,5 kg zrna kukuruza, na osnovu ovog proracuna se zakljuCuje da je u nasoj

zemlji po hektaru obradive povrSine veca isplativost od prodaje merkantilnog kukuruza.
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INVESTIGATION OF VARIOUS MAIZE HYBRIDS FOR
BIOETHANOL, STARCH AND ANIMAL FEED PRODUCTION

ABSTRACT

Bioethanol is a biofuel that is mostly used as a replacement for fossil fuels
worldwide. Trends of producing this alternative fuel are rising and maize is one of the
best renewable raw materials for the production of fuel ethanol due to the high content
of starch in the grain. Major by-product that arises from the fermentation process of
corn is dried distillers’ grains with solubles (DDGS). Due to its high feeding value, high
protein and other valuable nutrients it represents an excellent component for livestock
feed mixtures. Corn grain wet milling process produces apart from corn starch, which is
the main product of great importance to the food and other industries, valuable by-
products, which may also find their applications in human and animal nutrition.

In the theoretical part of this dissertation a comprehensive overview of global
trends in the production of bioethanol was made. State of the art technologies of corn
grain processing used in the production of this alternative fuel and starch, as well as
innovations that are being developed in order to improve the efficiency and cost-
effectiveness of these production processes were introduced.

Hybrids created in the Maize Research Institute “Zemun Polje" represent unique
starting material for research of the possibilities of bioethanol, starch and animal feed
production. The aim of this study was to, starting from different physical properties and
chemical composition of standard and specialty hybrids of different genetic background,
determine how and in which level do the grain characteristics affect the yield and
quality of the final products.

The physical and chemical properties of grain corn hybrids were investigated.
The optimization process of enzymatic hydrolysis and fermentation of whole grain flour
obtained from the selected maize hybrids by using thermostable enzyme a-amylase
Termamyl SC and glucoamylase SAN Extra L, as well as the production microorganism
- yeast Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus was conducted. Under optimal
reaction conditions (ratio of corn flour and water 1:3, the concentration of a-amylase
Termamyl SC 0.02% (v/w), glucoamylase SAN Extra L 0.12% (v/w) and inoculum
concentration of Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus 2% (v/v), fermentation

temperature 30°C) adequate fermentation time for the modified process of simultaneous



saccharification and fermentation (SSF) was determined (36h) in order to obtain a
higher yield of ethanol as well as electricity savings. Maximum ethanol yields that can
be achieved by fermentation of certain hybrids were determined. Highest ethanol yield
(94.5% of theoretical content) was obtained from whole grain flour of hybrid ZP 434 in
the separate hydrolysis and fermentation process (SHF), and it was concluded that
higher bioethanol yields can be achieved on standard hybrids in regard to the specialty
hybrids.

Statistical analysis based on calculated correlation coefficients examined a link
between certain physical and chemical parameters and ethanol yield. It was concluded
that bioethanol yield was influenced by different factors. Chemical composition and
physical properties of the whole kernel as well as other process parameters influenced
the overall bioethanol yield. According to chemical composition and digestibility
analysis of dried distillers’ grains with solubles (DDGS), it was found that all samples
meet the quality requirements of the components of animal feed and can be used in
complete and concentrated feed mixtures.

Technological characteristics of corn grain wet milling process of the selected
hybrids, i.e. the yield and quality of starch, as well as by-products (bran, gluten, germ,
steep water and process water). In addition, amylose and amylopectin content, i.e.
amylose and amylopectin ratio of the starches yield isolated from different maize
genotypes were determined.

Based on calculations, energy values of ethanol that can be obtained from one
kilogram of maize, or combustion energy, of whole grain, certain components of grain,
corn cobs and DDGS, it was determined that these products are rich in energy which
indicates their quality and potential use of maize as energy source. Based on the average
costs of production per acre of corn grain, and total ethanol production costs, potential
incomes from the sale of by-products of this fuel, evaluation the feasibility of bioethanol
production compared to corn per hectare of arable land and per kilogram of maize in
Serbia was conducted. It was found that profit from one liter of ethanol would be higher
than from one kilogram of corn grain. However, because production of one liter of
ethanol requires on average 2.5 kg of corn grain, according to calculations it can be
concluded that production of corn grain per hectare of arable land would be more
profitable in our country.



Key words: bioethanol, alternative fuel, maize, starch, two-step hydrolysis, alcoholic
fermentation, yeast Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus, animal feed, energy
value, economic viability.
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Konverzioni faktori i skracenice kori§éene u radu

1 A (angstrem) =10 m

1 barrel sirove nafte = 158,9873 |

1 BTU =1055,05585 J; BTU - skra¢eno od British Thermal Unit, britanska toplotna
jedinica, engl.;

1 bushell kukuruza = 25,4012 kg

1 gallon=3,7851

1 kcal =4186,8 J

11b =0,453592 kg

ADF — acid detergent fibre, vlakna nerastvorljiva u kiselom deterdZentu, engl.

ADL — acid detergent lignin, lignin nerastvorljiv u kiselom deterdZentu, engl.

ADP — adenozin difosfat

ATP — adenozin trifosfat

BEM — bezazotne ekstraktivne materije

BPK - biohemijska potrosnja kiseonika

CDS - condensed distillers solubles, kondenzovane rastvorene supstance, engl.

CFU — colony forming unit, broj oformljenih kolonija, engl., predstavlja procenjeni broj
kolonija vijabilnih mikroorganizama

CSL - corn steep liquor, koncentrovani kukuruzni ekstrakt, engl.

DDG - dried distillers’ grains, suva dZibra, engl.

DDGS - dried distillers’ grains with solubles, suva dzibra sa rastvorenim materijama,
engl.

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

NAD" - nikotinamid adenin dinukleotid

NADP" - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NDF — neutral detergent fibre —vlakna nerastvorljiva u neutralnom deterdZentu, engl.
OIE — obnovljivi izvori energije

RNK — ribonukleinska kiselina

SDZzZSRM - suva dzibra sa rastvorenim materijama

TSAA - Total Sulfur Amino Acid, ukupne aminokiseline koje sadrze sumpor, engl.

Predstavlja koncentraciju metionina u odsustvu cisteina.



Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

| TEORIJSKI DEO

uvoD

Bioetanol je te¢no biogorivo koje se dobija procesom fermentacije iz biomase.
Sirom sveta se najvise koristi kao zamena za fosilna goriva. Zalihe neobnovljivih izvora
energije su ograni¢ene I imaju znacajan negativni uticaj na zivotnu sredinu, kao §to je
poveéanje emisije gasova staklene baste (Mojovi¢ i sar., 2009). Znacaj bioetanola za
zivotnu sredinu ogleda se u redukovanju ukupne emisije CO,, jednog od gasova
staklene baste koji uticu na globalno zagrevanje. Ukupni bilans CO; je u procesu
sagorevanja bioetanola jednak nuli, jer biljke za fotosintezu potrose koli¢inu ovog gasa
jednaku onoj koja nastane u toku sagorevanja etanola (Mojovi¢ i1 sar., 2007). Ova
¢injenica je veoma vazna sa tacke glediSta Konferencije o klimatskim promenama
Ujedinjenih nacija, odrzane u Kopenhagenu u decembru 2009. godine, ¢iji je jedan od
glavnih zakljucaka bio da globalno zagrevanje ne sme premasiti 2°C do 2020. godine.

Prema izvesStaju Svetskog udruzenja za obnovljiva goriva (Global Renewable
Fuels Alliance - GRFA) u saradnji sa F.O. Lichtom, svetska proizvodnja bioetanola je u
toku 2012. godine iznosila 85,2 milijarde litara (Renewable Fuels Association - RFA,
2012.b). Uprkos slabljenju ekonomije Kine i negativnog ekonomskog rasta, GRFA je
predvidela rast od 1% u proizvodnji etanola u odnosu na 84,5 milijardi litara
proizvedenih 2011. godine. Godis$nja svetska proizvodnja je prema GRFA premasila
563 miliona barela etanola godisnje.

Ono §to bioetanol stavlja ispred ostalih obnovljivih izvora energije u ovom
trenutku je Cinjenica da se kompletna postojeca naftna infrastruktura moze iskoristiti 1
za distribuciju biogoriva, i da biogorivo moze bez problema (ili uz neznatne
modifikacije) da sagoreva u benzinskim odnosno dizel motorima (Semencenko i sar.,
2009).

Sjedinjene Americke Drzave (SAD), Brazil i nekoliko ¢lanica Evropske unije
(EU) imaju najznacajnije programe za podsticanje proizvodnje biogoriva u Svetu. Uz
podrsku novih vladinih programa u Americi, Aziji i Evropi, ukupni globalni zahtevi za
biogorivima mogli bi premasiti 125 milijardi litara do 2020. godine (Demirbas, 2007).

Bioetanol i smese bioetanola i benzina koristile su se jo§ od same pojave motora
sa unutraSnjim sagorevanjem. U Brazilu je komercijalna primena bioetanola, dobijenog

iz Secerne trske, zapocela jo§ 1925. godine. Od osamdesetih godina dvadesetog veka
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znacajno se povecalo interesovanje za ovo gorivo. Osim $to manje zagaduje Zivotnu
sredinu izduvnim gasovima, bioetanol ima 1 veci oktanski broj u odnosu na benzin
(108), veéu toplotu isparavanja i manju toplotu sagorevanja (Mojovi¢ i sar., 2006).
Bioetanol se moze koristiti kao Cist alkohol (u posebno konstruisanim motorima) ili u
smesi sa benzinom (ES5, E10, E85). Smese sa nizim zapreminskim udelom bioetanola su
kompatibilne sa konvencionalnim motorima, dok smeSe sa viSe od 30% etanola
zahtevaju modifikaciju motora. S obzirom da etanol u molekulu sadrzi kiseonik,
omoguceno je kompletnije sagorevanje komponenata benzina, redukovanje koli¢ine
ugljen-monoksida, toksi¢nih supstanci kao $to su benzeni, i smanjenje nivoa
ugljovodonika koji ne sagorevaju (Mojovic i sar., 2007).

Ratifikacijom Ugovora o osnivanju energetske zajednice (Coordinating
European Council - CEC, 2006), Srbija je, izmedu ostalog, prihvatila obavezu primene
direktive 2001/77/EC o promovisanju proizvodnje elektricne energije iz obnovljivih
izvora energije 1 direktive 2003/30/EC o promovisanju koriSéenja biogoriva i drugih
goriva iz obnovljivih izvora energije u sektoru saobracaja, kako bi se obezbedilo
pojavljivanje odredene koli¢ine biogoriva na trzistu — 5,75% od ukupne koli¢ine goriva
koje se koristi u saobracaju do kraja 2010. godine. Ova direktiva je u skladu sa Kjoto
sporazumom potpisanim 1997. godine sa ciljem da se smanji emisija gasova Koji
doprinose efektu staklene baste, ¢iji je i Srbija potpisnik. Medutim, 2009. godine
Evropska komisija je donela novu Direktivu 2009/28/EC, kojom je utvrdeno
promovisanje koriS¢enja energije iz obnovljivih izvora. Ova Direktiva menja 1,
sledstveno tome, ukida Direktive 2001/77/EC i 2003/30/EC, a utvrduje zajednicki okvir
za promovisanje energije iz obnovljivih izvora. U njoj su postavljeni obavezeni
nacionalni ciljevi za sveukupni udeo energije iz obnovljivih izvora u finalnoj bruto
potros$nji energije i za udeo obnovljivih izvora u saobracaju: najmanje 20% ucesca
energije iz obnovljivih izvora u finalnoj bruto potro$nji energije u Zajednici 1 10%
uceSca energije iz obnovljivih izvora u potros$nji energije za saobracaj svake Zemlje
¢lanice do 2020. godine. Osim toga, ustanovljeni su kriterijumi odrzivosti za biogoriva i
teCna biogoriva. Srbija je usvojila ovu direktivu i ona je ugradena u Akcioni plan za
biomasu koji je usvojen 2010. godine.

lako se bioetanol decenijama proizvodi iz skrobnih 1 Secernih sirovina,
koris¢enje obradivih povrSina 1 useva namenjenih prvenstveno ishrani za proizvodnju

ovog goriva prouzrokovalo je da se danas intenzivno razvijaju tehnologije za dobijanje
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bioetanola iz lignoceluloznih izvora biomase kao S$to su Sumski, poljoprivredni i
komunalni otpad.

Kao visoko prinosna ugljenohidratna biljka kukuruz je veoma kompetetivan u
odnosu na ostala zita (MilaSinovi¢ i sar., 2007). Kukuruzno zrno sadrzi u proseku oko
70% skroba i najznacajnija je sirovina za proizvodnju komercijalnog skroba. U
savremenim procesima prerade kukuruza tehnolosku vrednost zrna najve¢im delom
opredeljuju tipovi endosperma zbog ¢ega je od posebnog znacaja uociti razlike u
fizickim karakteristikama i hemijskom sastavu hibrida sa razli¢itim osobinama
endosperma. Kukuruzni skrob kao osnhovni proizvod primarne skrobarske prerade
predstavlja polaznu sirovinu za brojne procese transformacije u daljoj industrijskoj
proizvodnji, odnosno vi§im fazama skrobarske prerade. Stoga, danas postoji Citav niz
proizvoda koji se dobijaju iz kukuruznog skroba.

Istrazivanja kvaliteta i tehnoloske vrednosti zrna predstavljaju doprinos boljoj
valorizaciji kukuruza u industrijskoj preradi, koja je u naSoj zemlji skoro simboli¢no
zastupljena, a pre svega u proizvodnji visokovredne hrane i tehnickih proizvoda §to ima
za cilj povecanje ekonomske vrednosti ove, za naSu zemlju najznacajnije, prirodno
obnovljive ugljenohidratne sirovine.

Kukuruzna dzibra predstavlja vazan nusproizvod u proizvodnji bioetanola.
Tokom proizvodnje etanola iz kukuruza, na 1000 kg utroSenog kukuruza sa 12% vlage 1
65% skroba (preracunato na suvu materiju), nastaje 229 kg dzibre sa 90% suve materije.
Pri tom se dobija 293 kg etanola (Mojovi¢ i sar., 2007). Sveza dzibra se moze Koristiti
za stocnu hranu na farmama u neposrednoj blizini fabrike etanola, jer je vrlo podloZna
kvarenju. Za razliku od nje, osuSeni proizvod je stabilan i moze se koristiti kao
komponenta stocne hrane tokom cele godine.

Osnovni cilj ove disertacije bio je da se ispitaju fizicka svojstava, hemijski
sastav 1 podobnost zrna ZP hibrida kukuruza razli¢ite geneti¢ke osnove ze proizvodnju
bioetanola, skroba i hrane za zivotinje. U prvom delu eksperimentalnog rada cilj je bio
da se utvrde fizicka svojstva i hemijski sastav zrna ZP hibrida kukuruza namenjenih za
ova istrazivanja, zatim, da se izvrsi optimizacija procesa enzimske hidrolize i alkoholne
fermentacije primenom enzima termostabilne a-amilaze Termamyl SC i glukoamilaze
SAN Extra L, pri optimalnij koncentraciji inokuluma proizvodnog mikroorganizma -
kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus. Kao sirovina kori§¢eno je brasno
celog zrna odabranih ZP hibrida kukuruza standardnog hemijskog sastava i specificnih

svojstava. Pri optimalnim reakcionim uslovima odredeno je adekvatno vreme trajanja
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fermentacije u cilju dobijanja $to veceg prinosa bioetanola i ustede elektri¢ne energije.
Pri optimalnim parametrima procesa ispitana je i definisana kinetika reakcije dvojno-
enzimske hidrolize i procesa fermentacije.

Cilj rada je takode bio da se odrede maksimalni prinosi bioetanola koji se mogu
ostvariti fermentacijom brasna celog zrna odabranih hibrida. Na osnovu ostvarenih
prinosa bioetanola utvrdeno je koji ZP hibridi predstavljaju najbolje sirovine za
proizvodnju bioetanola. Statistickom analizom, na osnovu izracunatih koeficijenata
korelacije ispitivano je postojanje veze izmedu pojedinih fizickih 1 hemijskih
parametara zrna i prinosa bioetanola. Analiziran je hemijski sastav suve kukuruzne
dzibre sa rastvorenim materijama, sporednog proizvoda procesa dobijanja bioetanola iz
hidrolizata kukuruznog brasna geneticki razli¢itih ZP hibrida kukuruza. Pored osnovnih
pokazatelja kvaliteta (sadrzaj vlage, pepela, celuloze, fosfora i proteina) odredivana je i
svarljivost suve materije dzibre enzimskom in vitro metodom.

U drugom delu istrazivanja ove disertacije cilj je bio da se odredi prinos i
kvalitet skroba kao i prinos sporednih proizvoda procesa mokrog mlevenja kukuruza
(mekinje, gluten, klica, voda od mocenja i procesna voda). Odredivan je sadrzaj amiloze
i amilopektina u skrobu izolovanom iz zrna razli¢itih ZP genotipova kukuruza. Takode
je ispitivana svarljivosti skroba razli¢itih ZP genotipova kukuruza enzimskom in vitro
metodom. Statistickom analizom na osnovu vrednosti koeficijenata korelacije ispitivano
je postojanje veze izmedu pojedinih parametara.

U treCem delu istrazivanja vr$en je proracun energetskih vrednosti bioetanola
koji se moze dobiti iz kilograma kukuruza, odnosno energije sagorevanja izraZzene u MJ.
Zatim je odredivana energetska vrednost celog zrna, pojedinih komponenata zrna,
kukuruznog oklaska (ko¢anke) 1 sporednog proizvoda procesa dobijanja bioetanola —
suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama. Potom su izraCunati prosecni
troSkovi proizvodnje merkantilnog kukuruza po hektaru, zasnovani na cenama pojedinih
predsetvenih i setvenih operacija, odredena struktura i ukupni troskovi proizvodnje
bioetanola, moguéi prihodi od sporednih proizvoda kao i od prodaje ovog goriva u nasoj
zemlji. Na osnovu toga je izvrSena procena isplativosti proizvodnje bioetanola u odnosu
na merkantilni kukuruz, po hektaru obradive povrsine kao i po kilogramu merkantilnog

kukuruza.
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1. ETANOL KAO ALTERNATIVNO BIOGORIVO - ZNACAJ I
TRENDOVI

1.1. Biomasa, biogoriva i bioetanol

Biomasa kao izvor obnovljive energije, je organska supstanca biljnog ili
zivotinjskog porekla (drvo, slama, biorazgradivi ostaci iz poljoprivredne proizvodnje,
stajsko dubrivo, organski deo komunalnog ¢vrstog otpada). Biomasa se koristi u
procesima sagorevanja ili konvertuje u sistemima koji proizvode toplotnu energiju,
elektricnu energiju ili 1 toplotnu i elektriénu. Osim toga, biomasa se Kkoristi za
proizvodnju teénih i gasovitih goriva — bioetanola, biodizela i biogasa.

Biogoriva se dobijaju konverzijom biomase i predstavljaju obnovljive izvore
energije koji se mogu Koristiti kao zamena za naftne derivate (Demirbas, 2009). Sam
pojam biogorivo odnosi se na ¢vrsta (biougalj), te€na (bioetanol, biljno ulje 1 biodizel)
ili gasovita (biogas, biosingas i biovodonik) goriva koja se u najvec¢oj meri proizvode od
biomase (Demirbas, 2008). U biogoriva se ubrajaju: bioetanol, biodizel, biogas,
biometanol, biodimetiletar, bio-ETBE, bio-MTBE, sinteticka biogoriva, biovodonik i
¢isto biljno ulje.

U biogoriva prve generacije spadaju goriva proizvedena konvencionalnim
tehnoloSkim postupcima od skrobnih 1 Secernih sirovina, biljnih ulja 1 Zivotinjskih masti.
Biogoriva druge generacije proizvode se od lignoceluloznih sirovina i otpadnih
materija, odnosno sirovina koje se tradicionalno ne koriste kao hrana. Proizvodnja trece
generacije biogoriva zasniva se na koris¢enju algi kao bioreaktora za sintezu etanola ili
ulja od koga se potom dobija biodizel.

Bioetanol je alternativno gorivo koje se dobija fermentacijom iz obnovljivih
sirovina - fermentacijom S$ecera prisutnih u biomasi ili Seera dobijenih prethodnom
konverzijom sastojaka biomase. Sirovine koje se najéeSc¢e koriste u proizvodnji etanola
su kukuruz, Secerna trska, SeCerna repa, slatki sirak. S obzirom da se bioetanol koristi
kao zamena za fosilno gorivo ili kao dodatak motornom benzinu, ovo gorivo predstavlja
jednu od strateski vaznih sirovina. Etanol se smatra obnovljivim izvorom energije jer se
dobija iz biljnih sirovina koje sadrze skrob ili druge ugljene hidrate a nastaju od ugljen-
dioksida 1 sunceve svetlosti, koji se ne mogu iscrpeti. U toku fotosinteze, biljke

izdvajaju ugljen-dioksid pomocéu sunceve svetlosti, proizvodeéi glukozu i skrob za
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energiju rasta. Biljke se potom koriste kao sirovine za proizvodnju ovog alkohola
(Gnansounou 2009).

Istorija etanola kao goriva datira od 1826. godine, kada je Semjuel Mori (Samuel
Morey) konstruisao motor koji radi na etanol i terpentin (Gnansounou, 2009). Bioetanol
i smeSe bioetanola i benzina koristile su se jo§ od same pojave motora sa unutra$njim
sagorevanjem. Prvi automobil koji je mogao da radi na benzin ili ¢isti alkohol ,,Model T
Ford“, konstruisala je kompanija ,,Ford Motor Automobile* 1908. godine. Henri Ford
(Henry Ford) koji je dizajnirao ovaj ¢uveni automobil tvrdio je da je etanol ,,gorivo
buduénosti® (Freudenberger, 2009.a). U Brazilu je komercijalna primena bioetanola,
dobijenog iz Secerne trske, zapocela jo§ 1925. godine. Prva fabrika bioetanola u
Sjedinjenim Americkim Drzavama sagradena je Cetrdesetih godina dvadesetog veka
kako bi snabdevala americku vojsku gorivom. lako ovi rani napori da se etanol uvede
kao gorivo nisu urodili plodom zbog niskih cena benzina, prekid u snabdevanju naftom
na Bliskom Istoku i zabrinutost zbog zagadenja uzrokovanog upotrebom olova za
povecanje oktanskog broja benzina, obnovili su interesovanje za etanol krajem
sedamdesetih godina dvadesetog veka (Freudenberger, 2009.a). Od osamdesetih godina
dvadesetog veka znacajno se povecalo interesovanje za ovo gorivo. Proizvodnja etanola
u SAD porasla je od 662 miliona litara 1980. godine na 50,1 milijardu litara tokom
2010. (RFA, 2011).

1.2. Osnovne karakteristike bioetanola i poredenje sa drugim vrstama

goriva

Etanol (etil-alkohol, alkohol, C,HsOH) je bistra, bezbojna, isparljiva, lako
zapaljiva tecnost, karakteristicnog mirisa. Gori bledoplavim plamenom. Nastaje
procesom vrenja, fermentacijom glukoze. Zbog ugljen-dioksida koji se izdvaja u toku
fermentacije izgleda kao da tecnost vri 1 odatle potice naziv — vrenje. NajviSe se koristi
u prehrambenoj, farmaceutskoj i industriji goriva (Lee, 2007; Pileti¢ i sar., 1992).

U zavisnosti od kvaliteta postoje:

. denaturisani etanol (88 vol. %), primenjuje se za lozenje 1 osvetljenje;
o industrijski etanol (96,5 vol. %), koristi se u industriji za tehni¢ke svrhe, kao

rastvarac, gorivo 1 kao sirovina u proizvodnji velikog broja hemijskih proizvoda;
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o fini etanol (96,0-96,5 vol. %) koristi se u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji i
za proizvodnju nekih alkoholnih pi¢a;
o apsolutni etanol (99,7-99,8 vol. %) je termin za bezvodni etanol koji se koristi u

farmaceutske svrhe i kao gorivo (ili oksigeni dodatak gorivima) (Baras i sar., 1996).

Na slici 1.1 prikazan je trodimenzionalni model molekula etanola.

Slika 1.1. Trodimenzionalni prikaz molekula etanola

Bioetanol se najceS¢e koristi u smesi sa benzinom, dobijenim rafinerijskom
preradom sirove nafte. Moze se koristiti kao supstituent motornom benzinu ili se moze
konvertovati do ETBE (etil-tercijarni butiletar) i kao takav dodavati benzinu ili dizel
gorivu u koncentraciji do 15%. Kao dodatak gorivu koristi se isklju¢ivo visoko
precis¢eni — apsolutni etanol. Svaka zemlja ima standarde za kvalitet etanola
namenjenog za dodavanje benzinu ili dizel gorivu. U Evropskoj uniji kvalitet
nameSanog motornog goriva potrebno je da ispunjava zahteve kvaliteta motornih
benzina koji su predvideni evropskim standardima (EN 228). U ovim standardima su
data ogranienja za sadrzaj: vode, metanola, aldehida, sumpora, fosfora, visih alkohola,
bakra, hlorida i sredstava za denaturisanje, kao i zahtevi za gustinom, bistrinom i pH
vrednoScu.

Bioetanol koji je namenjen za smeSe sa fosilnim gorivom mora imati minimalnu
¢istocu od 99,5% do 99,8% vol. u zavisnosti od standarda zemlje u kojoj se proizvodi
(Mojovic i sar., 2007). Bioetanol se moze mesati u razli¢itim proporcijama sa motornim
benzinom ili dizelom. Naime, bioetanol se lakSe meSa sa benzinom nego sa dizel
gorivom, pa su zbog toga za spravljanje dizehola (smesa sa viSe od 3% bioetanola)

potrebni specijalni emulgatori. Najpoznatije smese su (Nikoli¢, 2009):
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. SmeSe sa niskim udelom bioetanola u fosilnom gorivu: To su smese
motornog benzina i bioetanola u udelu od 5 do 22% (oznacava se kao E5-E22G). U
SAD-u etanol se trenutno mesa sa benzinom u razmeri 1:9 da bi se dobila E10 smesa
benzina koja se moze Koristiti za pogon konvencionalnih automobila bez ikakvih
izmena motora. Takode je moguce mesati 10-15% bioetanola (uz dodadtak specijalnih
aditiva) sa dizel gorivom. Takvo dizel gorivo se naziva oksi-dizel i oznacava kao E10D
1 E15D. Sve ove smeSe se mogu Kkoristiti u konvencionalnim motorima bez
modifikacija.
. SmeSe sa visokim udelom bioetanola u fosilnom gorivu: U ovim smeSama se
sadrzaj bioetanola kre¢e oko 85% (E85G). Za njihovo koriséenje su potrebne
modifikacije motora i nalaze primenu za pogon takozvanih "flex-fuel" vozila koja su
projektovana da izdrze visoke koncentracije etanola (Gnansounou, 2009).
J Bio-ETBE: Ovo gorivo se moze Kkoristiti u smeSama od 10 do 15% u
konvencionalnim motorima bez modifikacija.

U tabelama 1.1. i 1.2. prikazane su fizicka i hemijska svojstva kao i specifi¢ne

karakteristike bioetanola u poredenju sa drugim vrstama goriva.

Tabela 1.1. Uporedni prikaz svojstava bioetanola, benzina i dizela (U.S. Department of
Energy, 2013)

Svojstvo Etanol Benzin Dizel (D2)
Hemijski sastav/formula C,H;OH Cs-Cp C;-Cys
Molekulska masa, g-rnol'l 46,07 100-105 =200
Ugljenik, mas. % 52,2 85-88 84-87
Vodonik , mas. % 13,1 12-15 33-16
Kiseonik, mas. % 34,7 0 0
Sadrzaj sumpora, ppm 0 30-80 10-50
Gustina (15°C), kg ‘1™ 0,796 0,72-0,78 0,81-0,89
Tacka kljucanja, °C 78,37 26,67-225 187,78-343,33
Napon pare, kPa 15,86 55,16-103,42

Oktanski broj 108 90-100 --
Cetanski broj -- 5-20 40-55
Tacka mrznjenja, °C -114 -40 -40--1,11
Temperatura paljenja, °C 12,78 -42,78 73,89
Temperatura samopaljenja, °C 422,78 257,22 ~315
Latentna temperatura isparavanja, kJ 1™ 110,36 41,80

Visa toplotna mo¢ (te¢no gorivo-te¢na voda) MJ kg'l 29,77 43,73-47,45 44,66-46,52
Niza toplotna mo¢ (te¢no gorivo-vodena para) MJ kg'1 26,75 41,87-44,19 41,87-44,19
Visa toplotna mo¢ ( te¢no gorivo-te¢na voda ) MJ It 23,44 34,78 38,66
Niza toplotna mo¢ ( te¢no gorivo-vodena para ) MJ I 21,18 32,05 35,78
Specifi¢ni toplotni kapacitet, (15°C) kJ-(kg K)™ 2,38 2,01 1,80
Stehiometrijski odnos vazduh/gorivo, kg kg™ 9 14,7 14,7
Doktorska disertacija Valentina Semencenko
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Tabela 1.2. Poredenje svojstava razlicitih vrsta goriva (AFDC, 2013)

Komprim-

Benzin Dizel (D2) Biodizel Propan ovani .Tgcn.l Etanol Metanol Vodonik Elektri¢na energija
prirodni gas prirodnt gas
Metil estri . CH
. . C3Hg (vedi 4
Hemijski masnih 3 8 83-99%),
SaStJaV Cy do Cp Cs do Cys kiselina C deo) !_C4H10 ( CZHGO) CH,4 CH3;CH,OH CH;0OH H, /
do Cy, (manji deo) (1-13%)
Sojino ulje,
koriS¢eno Nu;p_rodgkt Kukuruz, . .
Sastav ulje za rafinisanja Zitarice Zemni gas Zemni gas Ugalj, zemni gas,
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masti i uljana 99 (celuloza) 9l
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galor 100% gl galona D2 73% energije P _ g gasa=64% J . energije galona | energije galona
benzina galona _ gasa=100% - etanola u energije : ?
. B20=109% galona o energije benzina benzina
benzina energije benzina energije galona E85) galona
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benzina
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sagorevanja 3332 MJ It 21,27 MJ I 3,60
v -1 -1 ’ -1 -1 -1 ’ -1 -1 1
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moc¢)
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koriséenja je bolja nego izmegu proveru i proveru i veoma sli¢no an i minimalno vodu, hladnjaka niti
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Bioetanol ima ve¢i oktanski broj od obi¢nog benzina (tabela 1.1). Oktanski broj
je merilo kvaliteta goriva i bazira se na sposobnosti goriva da sagoreva ravhomerno, tj.
bez detonacija. Meri se u odnosu na oktan (komponentu benzina) kao standard.
Vrednost oktanskog broja za izooktan (2,2,4-trimetil pentan) je 100, a n-heptana O.
Pojava detonacije pracena je lupanjem u cilindru motora, a moze do¢i i do zapaljenja
smese. Samozapaljenje je nepozeljno jer stvara veliki pritisak i lokalizovanu toplotu u
motoru, koja prouzrokuje veliko opterecenje na komponentama motora i moze ¢ak
probusiti rupe u klipu (Freudenberger, 2009.b).

S obzirom da etanol u molekulu sadrzi kiseonik, sagorevanje komponenata
benzina je potpunije, smanjena je emisija ugljen-monoksida, toksi¢nih supstanci kao $to
su benzeni, i nivoa ugljovodonika koji ne sagorevaju (Mojovi¢ i sar., 2007).

Performanse vozila (snaga, ubrzanje, putna brzina) su sli¢ne kao i kod pogona
na Cist benzin, ali se zbog manje toplotne moc¢i smanjuje radijus kretanja (predeni put sa
jednim litrom goriva) za oko 28%. Rafinerije su nakon izbacivanja olova iz fosilnih
goriva pocele da dodaju oksigenatne aditive u cilju povecanja oktanskog broja goriva. U
tu svrhu dodavani su alkoholi i etri (benzen, ksilen i toluen), pri ¢emu su etri veoma
toksicni za okolinu. Za razliku od njih, bioetanol predstavlja odli¢an, netoksi¢an
dodatak kojim se moZe povecati oktanski broj fosilnih goriva. Takode, i ETBE se u
nizim koncentracijama (do 15%) moze koristiti kao oksigenator za povecanje oktanskog
broja a 1 kao zamena za toksi¢an MTBE (metil-tercijarni butiletar). Pored povecanja
oktanskog broja, ova dva oksigenantna aditiva poboljSavaju i1 termicku efikasnost
paljenja motora i Smanjuju zagadenost izduvnih gasova ostvarujuéi bolje sagorevanje u
motoru (Nikoli¢, 2009; Mojovic i sar., 2007).

Motorna vozila koja rade na bioetanol mogu imati poteSkoce prilkom paljenja na
temperaturama nizim od 1°C. Temperatura paljenja etanola i latentna toplota
isparavanja (tabela 1.1) su znatno vise nego kod benzina, tako da je alkoholno gorivo
manje isparljivo §to moze izazvati poteskoce prilikom startovanja motora na niskim
temperaturama (Medi¢, 2011). Smesa E85 bioetanola sadrzi dovoljno benzina da bi se
motor pokrenuo bez dodatka antifriza (Freudenberger, 2009.b). Dodatak bioetanola
gorivu onemogucava formiranja leda u karburatorima na temperaturama ispod 0°C

(dodavanjem 2-4% etanola u benzin).
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SmeSe sa nizim zapreminskim udelom bioetanola su kompatibilne sa
konvencionalnim motorima, dok smeSe sa vise od 30% etanola zahtevaju modifikaciju
motora. Etanol ima sposobnost da korodira metalne delove i1 razgraduje meke
komponente automobilskih motora, §to je posledica prisustva vode u etanolu. Takode
moze do¢i do nagrizanja gumenih delova. Kretanjem jona kroz vodu stvara se struja
koja ima sposobnost da lagano rastvara metale kao Sto su legure aluminijuma ili cinka
(Freudenberger, 2009.b).

U januaru 2011. godine Agencija za zaStitu Zzivotne sredine SAD (U.S.
Environmental Protection Agency — EPA) odobrila je upotrebu E15 smeSa etanola i
benzina u automobilima, kamionima i kombijima proizvedenim od 2001. godine i
kasnije, kao i novijim ,flex-fuel“ vozilima. Vozila koja su proizvedena posle 2001.
godine, manja motorna vozila, ¢amci i motocikli i dalje ne smeju da koriste E15 gorivo.
Primena smeSa etanola i benzina se sve viSe podstice. U SAD trenutno postoji preko
2860 benzinskih pumpi na kojima se prodaje E85 gorivo, kao i brojne benzinske stanice
na kojima kupac moze sam da izabere odnos etanola i benzina u svojoj smesi goriva (0d

E10 do E85) (RFA, 2012.a).

1.3. Proizvodnja i potroSnja bioetanola u svetu

Prema izvestaju Svetskog udruzenja za obnovljiva goriva (GRFA) u saradnji sa i
F.O. Lichtom, svetska proizvodnja bioetanola je u toku 2012. godine iznosila 85,2
milijarde litara (RFA, 2012.b) (slika 1.2). Uprkos slabljenju ekonomije Kine i
negativnog ekonomskog rasta, GRFA je predvidela rast proizvodnje etanola od 1% u
odnosu na 84,5 milijardi litara proizvedenih 2011. godine. Godi$nja svetska proizvodnja

je prema GRFA premasila 563 miliona barela etanola.
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Slika 1.2. Proizvodnja bioetanola u svetu u periodu 2006-2012. godine (prema
podacima F.O. Lichta objavljenim na sajtu GRFA, 2012)

SAD i Brazil su i dalje najve¢i proizvodaci etanola uz proizvodnju koja se
nastavila ustaljenom brzinom tokom 2012. godine. lako je stepen proizvodnje u Africi i
dalje relativno nizak, predvidalo se da ¢e porast proizvodnje etanola u ovom delu sveta
porasti za Citavih 36%. U Evropi se proizvodnja bioetanola sve vise povecava. Tokom
2010. godine ova proizvodnja je dostigla porast od 4%. Ocekivano je bilo da ¢e se u
Evropi u 2012. godine proizvesti 4,9 milijardi litara etanola, Sto bi predstavljo porast od
11% u odnosu na 2011.

Ono §to bioetanol stavlja ispred ostalih obnovljivih izvora energije u ovom
trenutku je Cinjenica da se kompletna postojec¢a naftna infrastruktura moze iskoristiti i
za distribuciju biogoriva, i da biogorivo moze bez problema (ili uz neznatne
modifikacije) da sagoreva u benzinskim odnosno dizel motorima (Semenencenko i sar.,
2009).

Uz podrsku novih vladinih programa u Americi, Aziji i Evropi, ukupni globalni
zahtevi za biogorivima mogli bi premasiti 125 milijardi litara do 2020. godine
(Demirbas, 2007).

Na slici 1.3. prikazana je raspodela proizvodnje bioetanola i biodizela u svetu u
trenutku kada je ukupna proizvodnja bioetanola iznosila 53,37 milijardi a biodizela 9,46

milijardi litara (2008. godine). Podaci prikazani na slici pokazuju da su najveci
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proizvodaci bioetanola SAD i Brazil, dok se najvise biodizela proizvodi u Evropskoj
uniji.

Proizvodnja bioetanola u svetu Proizvodnja biodizela u svetu
Evropska Indija ;. Kanada Brazil Evropska
unija 4% 304 /—1% 1% unija

9% SAD

1%
18%
SAD

46%

. Argentina
Brazil 3%
31% Indonezija

4%

Slika 1.3. Raspodela proizvodnje bioetanola i bioedizela u svetu (Bayer i sar., 2009)

Osnovna namena etanola moze se svrstati u tri oblasti: 1) etanol za primenu u
industriji kao sirovina ili rastvaraé, 2) etanol za proivodnju alkoholnih piéa, i 3) etanol

kao gorivo (slika 1.4).

Svetska proizvodnja etanola (u milionima litara)

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
-Industrija O Alkoholna O Gorivo

pica

Slika 1.4. Svetska proizvodnja etanola za razli¢ite namene u periodu od 1975-2010.
godine (Agriculture corner, 2010).

Globalni centar za biogoriva (Global Biofuels Center - GBC) je rangirao 25
drzava najvecih proizvodaca bioetanola prema kapacitetu za proizvodnju ovog goriva
(tabela 1.3). Rangiranje je zasnovano na podacima o operativnim kapacitetima sa kraja
2010. godine (GBC, 2012) .
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Tabela 1.3. Proizvodni kapaciteti 25 zemalja najvecih proizvodaca bioetanola

Rang Drzava Mll.hom
itara

1. SAD 51415,97
2. Brazil 26887,52
3. Kina 2699,48
4. Francuska 1821,03
5. Kanada 149450
6. Indija 1420,92
7. Poljska 1079,00
8. Nemacka 916,97
9. Tajland 868,50
10. Jamajka 832,70
11. Trinidad i Tobago 757,00
12. Indonezija 683,38
13. Spanija 546,00
14, Austrija 485,00
15. Belgija 485,00
16. Holandija 480,00
17. Velika Britanija 470,00
18. Devicanska ostrva (SAD) 387,50
19. Kolumbija 352,00
20. Vijetnam 318,11
21. Australija 292,70
22. Ceska 280,00
23. El Salvador 247,10
24. Paragvaj 237,25
25. Argentina 237,20
Ukupno 95694,83

Na slici 1.5. prikazana je proizvodnja bioetanola u svetu i pojedinim zemljama

Evrope tokom 2009. godine, kao i sirovine od kojih se ovo gorivo najvise proizvodi.
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Slika 1.5. Proizvodnja i sirovine za proizvodnju bioetanola u svetu i pojedinim
zemljama Evrope tokom 2009. godine (GRID-Arendal, 2012)

Tokom 2010. godine, najviSe bioetanola je proizvedeno u Severnoj i Srednjoj

Americi, zatim slede Juzna Amerika i Evropa (slika 1.6).
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Slika 1.6. Svetska proizvodnja bioetanola tokom 2010. godine, po kontinentima (RFA,
2011)
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Procenjuje se da ¢e do 2020. godine globalna proizvodnja biogoriva dosti¢i 1900
miliona barela, uz godi$nji porast od 10% u prognoziranom periodu od 2015 — 2020.
godine. Prognozirani obim proizvodnje bi predstavljao 6% od predvidene svetske
proizvodnje te¢nog goriva u 2020. godini, $to je oko polovina trenutne proizvodnje
nafte u Saudijskoj Arabiji i polovina uvoza u SAD (Market Research, 2011).

Nacionalno udruZenje uzgajivaca kukuruza (National Corn Growers Association
- NCGA) u SAD, objavilo je da ¢e u toku 2011. godine, proizvodnja bioetanola umanjiti
emisiju gasova staklene baste za 105 miliona tona, na svetskom nivou S§to je
ekvivalentno smanjenju za vise od 287.000 tona dnevno. Svetska proizvodnja etanola
trenutno zamenjuje potrebu za viSe od milion barela sirove nafte dnevno, Sto bi u
protivnom stvaralo svakodnevnu emisiju 545.000 tona gasova staklene baste.

Tokom 2010. godine, proizvodnja bioetanola je premasila 87 miliona tona, i
procenjuje se da je umanjila emisiju gasova staklene baste za 101 milion tona,
redukujuci time zagadenje za vise od 276.000 tona dnevno. Ukupna redukcija emisije
Stetnih gasova moze se uporediti sa ekvivalentom od 18,7 miliona automobila koji bi
prestali da se voze. U saradnji sa F.O. Lichtom, Svetsko udruzenje za obnovljiva goriva
(GRFA), predvidelo je da je svetska proizvodnja bioetanola u toku 2012. godine trebalo
da poraste za vise od 3% i da iznosi 88,7 miliona tona. Ovaj porast u proizvodnji trebalo
je da rezultira smanjenjem emisije gasova staklene baste za 9% .

SAD, Brazil i nekoliko ¢lanica Evropske unije imaju najznacajnije programe za
podsticanje proizvodnje biogoriva u svetu. Uz podrsku novih vladinih programa u
Americi, Aziji i Evropi, ukupni globalni zahtevi za biogorivima mogli bi premasiti 125
milijardi litara do 2020. godine (Demirbas, 2007).
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1.4. Proizvodnja energije u Srbiji

Biomasa je najznacajniji obnovljivi izvor energije u Srbiji. Njeno energetsko
kori$éenje je dozvoljeno u skladu sa propisima koji ureduju zastitu zivotne sredine.

Kao zemlja sa velikim poljoprivrednim zemljiStem 1 povrSinama pod Sumom,
Srbija ima veliki potencijal za proizvodnju biomase. Biomasa predstavlja 63% ukupnih
obnovljivih izvora energije (OIE). Sume pokrivaju oko 30% teritorije, a oko 55%
teritorije je obradivo zemljiSte. Pored ostataka iz ratarstva za proizvodnju hrane, postoje
velike moguénosti za namensko uzgajanje biomase koje nec¢e konkurisati proizvodnji
hrane (Akcioni plan za biomasu, 2010). U tabeli 1.4. su prikazani raspolozivi izvori

biomase u Srbiji.

Tabela 1.4. Energetski potencijal biomase (Akcioni plan za biomasu, 2010)

Izvor biomase Potencijal, t
Drvna biomasa 1.527.678
Drvo za loZenje 1.150.000
Sumski otpaci 163.760
Ostaci iz prerade drveta 179.563
Drvo od drveca izvan Suma 34.355
Poljoprivredna biomasa 1.670.240
Ostaci od poljoprivrednih kultura 1.023.000
Ostaci od gajenja voca, vinogradarstva i prerade voc¢a | 605.000
Tecno stajsko dubrivo (za proizvodnju biogasa) 42.240
Biogoriva za saobracaj 191.305
Ukupno biomasa Bez goriva za saobracaj 3.197.918
Sa gorivom za saobracaj 3.389.223

Ratifikacijom Ugovora o osnivanju energetske zajednice (CEC, 2006), Srbija je,
izmedu ostalog, prihvatila obavezu primene direktive 2001/77/EC o promovisanju
proizvodnje elektrine energije iz obnovljivih izvora energije 1 direktive 2003/30/EC o
promovisanju koriS¢enja biogoriva 1 drugih goriva iz OIE u sektoru saobracaja, kako bi
se obezbedilo pojavljivanje odredene koli¢ine biogoriva na trzistu — 5,75% od ukupne
koli¢ine goriva koje se koristi u saobrac¢aju do kraja 2010. godine. Ova direktiva je u
skladu sa Kjoto sporazumom potpisanim 1997. godine sa ciljem da se smanji emisija

gasova koji doprinose efektu staklene baste, ¢iji je 1 Srbija potpisnik. Medutim, 2009.
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godine Evropska komisija je donela novu Direktivu 2009/28/EC, kojom je utvrdeno
promovisanje kori$¢enja energije iz obnovljivih izvora. Ova Direktiva menja i, shodno
tome, ukida Direktive 2001/77/EC i 2003/30/EC, a utvrduje zajednicki okvir za
promovisanje energije iz obnovljivih izvora. U njoj su postavljeni obavezeni nacionalni
ciljevi za sveukupni udeo energije iz obnovljivih izvora u finalnoj bruto potrosnji
energije i za udeo obnovljivih izvora u saobracaju: najmanje 20% uce$ca energije iz
obnovljivih izvora u finalnoj bruto potrosnji energije u Zajednici i 10% uceséa energije
iz obnovljivih izvora u potros$nji energije za saobracaj svake Zemlje ¢lanice do 2020.
godine. Osim toga, ustanovljeni su kriterijumi odrzivosti za biogoriva i te€na biogoriva.
Srbija je usvojila ovu direktivu 1 ona je ugradena u Akcioni plan za biomasu koji je
usvojen 2010. godine.

Srbija je do sada donela slede¢u pravnu regulativu u oblasti obnovljivih izvora
energije: 1. Zakon o energetici; 2. Strategiju razvoja energetike Republike Srbije do
2015. godine; 3. Program ostvarivanja strategije razvoja energetike Srbije od 2007-
2012. godine. Da bi se postavljeni ciljevi ostvarili, neophodno je doneti podzakonsku
regulativu, koja ¢e omoguditi realizaciju planova u ovoj oblasti i to: Uredbu o
definisanju statusa povlas¢enih proizvodaca i1 Podsticajne mere za proizvodace koji
imaju status povlaséenih proizvodaca (Semencenko i sar., 2009).

Znacajan deo srpske privrede je baziran na poljoprivrednoj proizvodnji i
prehrambenoj industriji. Vojvodina, sa podrucjima duz reka Dunav i Sava su glavni
izvor poljoprivredne biomase koja se moZze koristiti u energetske svrhe. Vocarstvo, koje
je jos$ jedan vazan izvor biomase je razvijeno u juznim, brdskim predelima Srbije gde je
prisutna proizvodnja §ljiva, jabuka, viSanja, bresaka i grozda.

Ukupan potencijal biomase u Srbiji koja se moze koristiti u energetske svrhe
iznosi oko 2,4 miliona tona ekvivalentne nafte. Biomasa se moze koristiti na mnogo
razli¢itih nacina, ali prema nadleznom ministarstvu, bez obzira na preuzete obaveze, za
Srbiju je najperspektivnije koriS¢enje biomase za zagrevanje prostora u domacinstvima i
zgradama koriS¢enjem briketa i peleta od biomase 1 proizvodnju elektricne energije - U
severnim delovima koriS¢éenjem poljoprivredne biomase, a u juznim delovima
koriS¢enjem Sumskih ostataka i otpada. Najveca barijera za vece koriS¢enje biomase u
Srbiji je to sto je cena elektricne energije najniza U poredenju sa drugim alternativnim
izvorima energije. Pored toga, ne postoji dovoljno iskustva u koriS¢enju biomase u

energetske svrhe, niti razvijeno trziSte za prodaju opreme za koriS¢enje biomase ili
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biomase kao goriva. Prevazilazenje ovih barijera ¢e omoguciti vece koris¢enje biomase

kao najznacajnijeg obnovljivog izvora energije.

1.4.1. Proizvodnja bioetanola u Srbiji

Uprkos znacajnom potencijalu za proizvodnju bioetanola, on se u Srbiji ne
koristi za proizvodnju bioetanola koji ima energetski znacaj. Pri tome svake godine oko
250.000 ha oranica ostane neobradeno. Danas u Srbiji ne postoji organizovana
proizvodnja 1 potroSnja bioetanola kao motornog goriva, iako je naSa zemlja uvoznik
znacajnog dela svoje potro$nje motornih goriva. Proizvodnja etanola se odvija u 10
postrojenja ukupnog kapaciteta 40 miliona litara apsolutnog etanola. To su uglavnom
fabrike koje preraduju skrob i Se¢ernu repu, kao i pivare 1 fabrike drugih alkoholnih
vrenja. Tokom 2006. godine bila je najavljena izgradnja velike fabrike za proizvodnju
bioetanola na ulazu u Zrenjanin, u Industrijskoj zoni Ecka, (strana investicija vredna
380 m€) u kojoj bi se godisnje preradivalo milion tona psenice i 500.000 tona kukuruza.
Ovaj projekat nije ostvaren.

Trenutno se proizvodnja bioetanola u Srbiji bazira na melasi (50%) 1 zitaricama
(50%) (Mojovi¢ i sar., 2007). Nivo proizvodnje koji je trenutno znatno nizi nego krajem
devedesetih godina dvadesetog veka (slika 1.7) nije dovoljan ni da se zadovolje potrebe
industrije alkoholnih pic¢a, medicinskih i farmaceutskih proizvoda u Srbiji. To je jedan
od glavnih razloga $to u Srbiji jo$ uvek ne postoji organizovana proizvodnja i upotreba
bioetanola ili drugih biogoriva kao zamene za naftne derivate.

Ranija istrazivanja su pokazala da je u Srbiji neophodna izgradnja novih
postrojenja za proizvodnju bioetanola kako bi se proizvelo dovoljno bioetanola kao
alternativnog goriva u skladu sa direktivom Evropske unije 2003/30/EC. Shodno tome
procenjeno je da je bilo potrebno oko 80.000 t bioetanola da bi se u Srbiji zamenilo
5,75% benzina (Mojovi¢ i sar., 2007). Prema direktivi Evropske unije 2009/28/EC ovaj

iznos bi trebalo skoro da se udvostruci do 2020. godine.

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
20




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

40000

35000

30000

25000 5

20000

15000

wooo 4 H O OH O OH M H
soo04 H O H OH H H
0 o N R AN B

T T T T T T T T T T T T T T T
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20

Proizvodnja etanola u Srbiji, t

10 2011

Slika 1.7. Proizvodnja bioetanola u Srbiji u periodu od 1995 do 2011. godine (Mojovic¢ i
sar., 2012)

Srbija zemlja ¢ija se proizvodnja pretezno zasniva na poljoprivredi. Raspolaze sa
oko 5092 miliona ha poljoprivrednog zemljiSta od ¢ega je 4218 miliona ha obradivo (Sto
¢ini 0,56 ha po glavi stanovnika) (Privredna komora Srbije, 2012). Na osnovu povrsine
obradivog zemljista po glavi stanovnika Srbija se nalazi iznad evropskog proseka. U
strukturi stvorene vrednosti poljoprivredne proizvodnje 70% potice iz biljne
proizvodnje, a 30% iz stoCarske proizvodnje. Poredenja radi, u EU 70% vrednosti u
poljoprivredi je poreklom iz stocarske, a 30% iz biljne proizvodnje. Procenjuje se da
poljoprivreda i industrija bazirana na poljoprivredi (prehrambena i industrija hrane za
zivotinje) ucestvuju u bruto domacéem proizvodu sa priblizno 40% (Privredna komora
Srbije, 2012).

Na osnovu trenutne poljoprivredne proizvodnje u Srbiji, sirovine na bazi skroba
imaju najbolju perspektivu za proizvodnju bioetanola. Danas se na priblizno 70%

obradivog zemljista seju zitarice (slika 1.8).
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Slika 1.8. Zasejana obradiva povrs$ina u Srbiji tokom 2010. godine (Mojovié i sar.,
2012)

Usev koji je trenutno najpogodniji za proizvodnju bioetanola u Srbiji je kukuruz.
Objavljen je podatak da je u Srbiji tokom 2009. godine ukupan prinos kukuruza iznosio
oko 7 miliona tona,a procenjuje se da domace potrebe ne premasuju 4-4,5 miliona tona
(Nikoli¢ i sar., 2009). To znaci da se proizvodi dovoljno kukuruza i za druge namene,
odnosno da se znacajne koli¢ine mogu koristiti i za proizvodnju bioetanola (Nikoli¢ i
sar., 2009; Nikoli¢ i sar., 2009.a; Mojovi¢ i sar., 2006; Nikoli¢ i sar., 2008). Medutim,
trenutno sve vecéa potraznja kukuruza i pSenice na svetskom trzistu dovodi do povecanja
cena ovih sirovina $to dodatno otezava pristupacnost ovih sirovina. Iz tih razloga,
mogucnosti primene jeftinijih sirovina kao $to su oSteceni usevi 1 tritikale se sve vise
ispituju (Mojovi¢ i sar., 2009; Pejin i sar., 2009; Pejin i sar., 2012). Pored toga, treba
razmotriti i mogucnosti proizvodnje bioetanola od lignoceluloznih sirovina u bliskoj
buduénosti.

Kada se razmatra potencijalna biomasa za proizvodnju bioetanola, treba posebno
staviti akcenat na useve koji se mogu gajiti na marginalnom zemljiStu. Procenjuje se da
Srbija raspolaze sa oko 100.000 ha zemljista loSijeg kvaliteta koje nije pogodno za
standardne poljoprivredne useve, ali bi se mogla Koristiti za gajenje alternativnih
sirovina za proizvodnju bioetanola kao §to su: sirak, ¢icoka i tritikale (Baras i sar.,
2002). Treba razmotriti i mogucénost primene oSteCenih i useva slabijeg kvaliteta
(narocito Zitarica) koji ne ispunjavaju zahteve za proizvodnju hrane.

Oko hiljadu istrazivaca (Sto je Sestina istrazivaca u istrazivacko-razvojnim
intenzivnim naukama - prirodno-matematicke, tehni¢ko-tehnoloske i biohemijske) je

zaposleno u nauc¢no-istrazivackim organizacijama (NIO) u biohemjskom sektoru: 315 u
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NIO, 659 u visoko-8kolskim organizacijama i 25 u istraziva¢ko-razvojnim centrima —
(podaci za 2004. godinu). U desetak NIO se obavljaju istrazivanja vezana za biogorivo i
posebno bioetanol. Formiralo se nekoliko nau¢no-istrazivackih grupa, posebno u
Beogradu i Novom Sadu koje pojedinacno, a ponekad i u saradnji obavljaju istrazivanja
koja obuhvataju razliCite aspekte proizvodnje bioetanola: kvalitet i1 karakteristike
osnovne sirovine, enzime, kvasce, delove procesa pripreme i proizvodnje itd
(Semencenko 1 sar., 2009). U Institutu za kukuruz ,,Zemun Polje*, na domacim
sirovinama i zahvaljujuéi bogatstvu razlicitih hibrida kukuruza, obavljaju se istrazivanja
sa mogucnostima daljeg doprinosa razvoju procesa dobijanja etanola (Radosavljevi¢ i
sar., 2009). U okviru projekata tehnoloskog razvoja MNTR 2008-2011. sedam projekata
je bilo vezano za proizvodnju i koriS§¢enje biomase i bioetanola (2 iz biotehnike, 2 u

oblasti saobracaja, 2 energetske efikasnosti, 1 materijali).

1.5. Ekoloski i ekonomski aspekti primene bioetanola

Jedan od glavnih razloga za razvoj industrije biogoriva jeste smanjenje emisije
gasova staklene baste. Cetiri glavne grupe izduvnih jedinjenja su ugljovodonici, ugljen-
monoksid, oksidi azota i ugljen-dioksid (Freudenberger, 2009.b). Etanol se smatra
¢istim izvorom energije koji oslobada znatno niZze koncentracije polutanata 1 gasova
staklene baste iz motornih vozila nego benzin (Liska i sar., 2009). Dobija se od
bioobnovljivih biljnih sirovina. Na taj nacin se ugljen-dioksid osloboden tokom
proizvodnje i1 sagorevanja apsorbuje u toku fotosinteze za rast buducih biljnih sirovina,
Sto dalje dovodi do snizenja emisije ugljen-dioksida u atmosferu (Rassmusen, 2009).
Etanol takode emituje manje ugljen-monoksida i oksida azota nego benzin. Za razliku
od goriva na bazi naftnih derivata, etanol sadrZi kiseonik u svojoj molekulskoj strukturi,
Sto dovodi do potpunijeg sagorevanja u automobilima, rezultuju¢i u smanjenoj emisiji
ovih zagadivafa. Zbog potpunijeg sagorevanja etanola, smeSe etanola i benzina
doprinose smanjenoj emisiji aromaticnih ugljovodonika (na primer benzena). Sve to
doprinosi da se emisija gasova staklene baste smanji za 48-59% S§to u celini ima

pozitivan uticaj na zivotnu sredinu (Liska i sar., 2009).

Na slici 1.9. prikazano je kruzenje ugljen-dioksida u prirodi.
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Slika 1.9. Kruzenje ugljen-dioksida u prirodi

Prema izveStaju medunarodnog udruZenja nauc¢nika pod nazivom Globalni
Projekat Ugljenika (Global Carbon Project), globalna emisija ugljen-dioksida porasla je
tokom 2010. godine za rekordnih 5,9%.

Do danas su bioetanol na bazi Zitarica 1 biodizel predstavljali jedina
komercijalna obnovljiva goriva prisutna na trziStu. Nazalost, plodno zemljiste dostupno
za gajenje kukuruza je ograniceno. Kako bi se zadovoljila poveana potraznja za
kukuruzom, farmeri bi morali da koriste zemljiSte predvideno za druge useve Sto bi
dovelo do promena na trzistu poljoprivrednih proizvoda. Konkurencija izmedu hrane i
biogoriva ¢e se, ako ne ve¢ sada, zasigurno pojaviti u buduénosti. Da bi se ovo
predupredilo, u svetu se ulazu velike investicije u programe selekcije kako bi se
povecao prinos bioetanola i razvili novi hibridi kukuruza pogodni za proizvodnju
bioetanola.

Searchinger i saradnici (2008) su otvorili polemiku koja se ti¢e indirektne
promene koriS¢enja zemljiSta u vezi sa proizvodnjom biogoriva, koja sugeriSe da bi
upotreba zita kao Sto je kukuruz u SAD u buduénosti dovela do potrebe obradivanja
zemljiSta negde drugde u svetu a time 1 do izmeStanja gajenja useva namenjenih
proizvodnji biogoriva. Ukoliko bi se za te svrhe koristilo zemljiSte koje je trenutno

pokriveno sumama ili pasnjacima koji vezuju ugljen-dioksid iz atmosfere, doslo bi do
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oslobadanja vece koliCine ugljenika u atmosferu Sto bi negiralo potencijal smanjenja
emisije gasova staklene baste koji se postize zamenom fosilnih goriva biogorivima.

Sa ekonomske tacke gledista veoma vazan sporedni proizvod industrije
bioetanola od zita je suva dzibra sa rastvorenim materijama (Smith i sar., 2006; Cotrill i
sar., 2007). Kao odgovor na Searchingerovu analizu, Croezen i Brouwer (2008) su dosli
do zakljucka da bi dzibra od pSenice proizvedene u Evropi mogla delimi¢no da zameni
pSeni¢nu, kukuruznu i sojinu prekrupu u smeSama za ishranu zivotinja koja se uvozi iz
Juzne Amerike. Tako bi se koriS¢enjem dzibre smanjila potreba za kréenjem Suma i
pasnjaka u Juznoj Americi, Sto bi svakako pozitivno uticalo na ocuvanje Zzivotne
sredine.

Analiza uticaja biogoriva na trziste (Hertel 1 sar., 2008; Taheripour i sar., 2008;
Tokgoz i sar., 2007; Tyner, 2007; Tyner i Taheripour 2007) ukazala je na znacajnu vezu
izmedu ponude 1 potraznje u kojoj takmicarsku ulogu sa proizvodacima biogoriva ima
ishrana domacih Zivotinja koja zavisi kako od Zzita koja se koriste za proizvodnju
biogoriva, tako i od nusprodukata ove industrije. Koris¢enje poljoprivrenih dobara u
proizvodnji hraniva za zivotinje, hrane za ljude i goriva stvara kompleksne relacije na
trziStu koje se moraju dobro razumeti da bi se precizno izbalansirao odnos ovih
proizvoda na medunarodnom trZiStu kao i njihove trzisne cene.

Ekspanziji industrije proizvodnje etanola kao goriva moze se pripisati pozitivan
uticaj na zivotnu sredinu i ekonomiju. U toku 2010. godine industrija bioetanole u
Sjedinjenim Drzavama je obezbedila preko 400.000 radnih mesta, u SAD, povecéala
bruto prihod domacéeg proizvoda, i obezbedila dodatnih 36000 $ prihoda americkim
domacinstvima (Urbanchuk, 2011). Pored toga, ova industrija je povecala moguénosti
za poljoprivredne proizvodace a samim tim i unapredila razvoj sela. Etanolom je
zamenjeno 10% potreba za benzinom u SAD i smanjena zavisnost od uvozne nafte.

Bioetanol proizveden od kukuruza smatra se glavnim krivcem za porast cena
hrane tokom poslednjih nekoliko godina. Smatra se da su povecani zahtevi za
zitaricama koje je izazvala proizvodnja bioetanola doveli do porasta cena mesa, jaja,
mlecnih i drugih proizvoda. Detaljna analiza koju je sproveo Hofstand (2008) pokazala
je, medutim, da je nekoliko drugih razloga osim goriva od Zitarica uticalo na iznenadni
porast cena hrane: sve manje zalihe zitarica, uticaja vremenskih nepogoda na useve,
porast populacije zemalja u razvoju, zabrane izvoza, visoke cene naftnih derivata i

slabljenje dolara.
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Rast cena zitarica zapoceo je znatno pre pocetka ekspanzije biogoriva. Smatralo
se da je nagli porast cena nafte najviSe doprineo porastu cena hrane. Prehrambena
industrija u mnogome zavisi od benzina odnosno nafte, kako u procesima proizvodnje
tako 1 u cilju transporta robe. Takode, naftne derivate koriste i masine za oranje, setvu,
oprasivanje (polinaciju), zetvu i transport useva pa tako, direktno gorivo utice na cene
zitarica a indirektno na cene mesa, mlecnih proizvoda i jaja. Ono S§to je sigurno,
medutim, jeste ¢injenica da ¢e zahtevi za biogorivima nastaviti da rastu.

Istraziva¢i kao Pimentel (2001) i Searchinger i sar., (2008) kritikovali su
bioetanol na bazi zitarica kao energetski neefikasan i time doprineli negativhom
publicitetu ovog biogoriva. Pimentel (2001) je tvrdio da je potrebno 70% vise energije
da bi se proizveo bioetanol od energije kojom ovo biogorivo zapravo raspolaZze.
Njegova studija objavljena 2001. godine inicirala je brojne ¢lanke u kojima je etanol
nazvan "zlo¢inom protiv ¢ovecanstva". Pimentelov proracun je, medutim, bio zasnovan
na zastarelim rezultatima. Jedna novija studija je pokazala da se od bioetanola dobija
130% viSe energije nego $to je potrebno da se on proizvede (Shapouri i sar., 2010). Uz
nova poboljsanja u proizvodnji bioetanola, kao Sto je tehnologija hladne fermentacije,
energetsko opterecenje je jo§ viSe smanjeno zato Sto ne zahteva zagrevanje suspenzije
kukuruza i meSanje visokoviskoznog Zelatinizovanog skroba.

Iako se bioetanol decenijama proizvodi iz skrobnih 1 Secernih sirovina,
koriS¢enje obradivih povrSina i useva, namenjenih prvenstveno ishrani, za proizvodnju
ovog goriva prouzrokovalo je da se danas intenzivno razvijaju tehnologije za dobijanje
bioetanola iz lignoceluloznih izvora biomase kao $to su Sumski, poljoprivredni i
komunalni otpad. Upotreba lignocelulozne biomase za proizvodnju biogoriva bice
neizbezna ako se tecna fosilna goriva budu morala zameniti alternativnim i obnovljivim
izvorima. Primena novorazvijenih enzimskih preparata za hidrolizu celuloze, sinteza
sojeva tolerantnih na inhibitore koji fermentiSu pentozu, u komnbinaciji sa
optimizovanom integracijom procesa, obecavaju znacajan napredak.

Mnogi istrazivacki projekti poslednjih godina su usmereni ka razvoju koncepta
obnovljivih izvora energije, odrzivom razvoju, ,zelenoj energiji“ 1 ekoloski
prihvatljivim procesima proizvodnje. Da bi masovna proizvodnja bioetanola bila
moguca, neophodno je da ovaj proces bude ekonomski isplativ i da u celini ne utice

negativno na Zivotnu sredinu.
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Kako bi proces proizvodnje biogoriva bio ekonomski isplativ, cena razlicitih
vrsta ovih goriva mora biti konkurentna medusobno, ali i sa fosilnim gorivima kao $to
su dizel i benzin. Ova konkurentnost omoguéava dostupnost biogoriva na trzistu i
moguénost da potrosaci predu sa fosilnog na biogorivo.

S obzirom da je do danas cena bioetanola znatno visa od cene fosilnog benzina,
vlade nekih drzava uvode posebne povlastice kako bi podstakle proizvodnju i potro$nju
bioetanola u sektoru saobracaja. Razlikuju se tri glavna pristupa u implementaciji
regulativa i politika za biogoriva: 1) politika zasnovana na uvodenju taksa, 2) politika
zasnovana na uvodenju subvencija u poljoprivredi i 3) uvodenje zakonske regulative
vezane za gorivo (Smith i sar., 2008). Na razvoj i promovisanje biogoriva danas mnogo
vise utice sektor poljoprivrede nego energetski sektor. Stavise, veéina programa koja
promovisu kori$éenje biogoriva zavisi od subvencija i vladinih programa, koji mogu
dovesti do poremecaja cena na trziStu i1 predstavljati veliko optre¢enje za drZavni
budzet. Ako bi se cene nafte odrzale na ovako visokom nivou, i uz postojani razvoj sve
efikasnijih i jeftinijih tehnologija, biogoriva bi u blizoj buduénosti mogla postati
ekonomski isplativa alternativa u mnogim drzavama (DeFraiture i sar., 2008).

Cena sirovina 1 njena promenljivost znatno uti¢u na cenu bioetanola (Yoosin i
sar., 2007). Sirovine predstavljaju 60—75% ukupnih tro§kova proizvodnje bioetanola
(Balat i Balat, 2009). U opstem slucaju, proizvodnja bioetanola iz Secernih sirovina (kao
Sto je Secerna trska), znatno je jeftinija nego proizvodnja iz skrobnih sirovina. lako je
prinos etanola iz kukuruza visi nego iz Secerne repe, zbog manjeg godis$njeg prinosa po
hektaru kukuruza, neophodno je zasejavati vece obradive povrSine, a t0 Se negativno

odrazava na proizvodnju hrane.
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2. SIROVINE ZA PROIZVODNJU BIOETANOLA

Sirovine za proizvodnju bioetanola mogu se podeliti u tri osnovne grupe: 1)
SeCerne (SeCerna repa, Secerna trska, sirak, voce itd), 2) skrobne (kukuruz, psenica,
pirina¢, krompir, kasava, slatki krompir, jeCam itd), 3) lignocelulozne (drvo,
poljoprivredni viSkovi, komunalni otpad itd.) i 4) sporedni proizvodi razli¢itih
tehnoloskih procesa.

Za proizvodnju bioetanola se mogu koristiti sve sirovine koje sadrze Secere ili
polisaharide koji se mogu razgraditi do Secera koje kvasac moze da fermentiSe. U Secere
koje kvasac moze da previre spadaju: glukoza, fruktoza, saharoza i maltoza, a
primenom specijalnih sojeva kvasca i galaktoza i laktoza. Polisaharidi koji se mogu
razgraditi do ovih fermentabilnih Secera (hemijski ili enzimski) su: dekstrini, skrob,
inulin, hemiceluloza i celuloza (Roher, 2001; Wyman, 1996)

Seéerne sirovine se mogu, pomoéu kvasca, razgraditi direktno metaboli¢kim
putem, te ovakvi supstrati ne zahtevaju skupu pripremu. Sirovine koje sadrze skrob i
lignocelulozni kompleks su jeftinije od sirovina koje sadrze Secer, ali je prevodenje ovih
sirovina do oblika koji je dostupan kvascima skupo i predstavlja nedostatak ovih
supstrata (Mojovi¢ i sar., 2007; Nikoli¢ i sar., 2009, 2009.a).

Najvaznije poljoprivredne kulture koje se koriste kao sirovine za proizvodnju
etanola su navedene u tabeli 2.1. Tu su predstavljeni i prose¢ni prinosi u poljoprivredi,
specificna iskori§¢enja etanola racunato na jedinicu poljoprivredne povrsine. Prinosi po
jedinici povrSine znatno variraju zavisno od klime, osobina zemlji$ta 1 primenjenih

agrotehnickih mera, pa je u tabeli 2.1. ovaj parametar dat u odredenom opsegu.

Tabela 2.1. Prosec¢ni prinosi i iskori$¢enja na etanol vaznijih poljoprivrednih sirovina
(Mojovic i sar., 2007)

- . 1 Specifitno isk_orié_é enje IskoriS¢enje etanola na

Sirovina Prinos, t-ha etanola na sirovinu, e 1
hl-¢ povrsinu, hl-ha

Seéerna trska (Brazil) 100 ~0,68 ~50
Seéerna repa 66-78 ~0,80 50-60
Sirak Secéerac ~25 ~0,68 ~17,0
Kukuruz (SAD) 7-8 ~3,50 ~2,0
PSenica 2-5 ~3,70 7,4-18,5
Sirak 1-6 ~3,40 3,2-20,4
Krompir 17-20 ~1,00 17-20
Sladak krompir (batata) 10-15 ~1,30 13,0-19,5
Manioka 12-25 ~1,70 20,4-42,5
Jerusalimska artic¢oka (topinambur) 20-50 ~0,77 15,4-30,8
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Vode¢i proizvodaci etanola su Brazil i SAD, koji zajedno ¢ine 80% ukupne
svetske proizvodnje (Balat i Balat, 2009). Najveéi procenat etanola (90%) proizvodi se
fermentacijom glukoze iz kukuruznog skroba (SAD) i saharoze iz Se¢erne trske (Brazil).
Trenutno proizvodnja bioetanola kao pogonskog goriva gotovo u potpunosti zavisi od
skroba 1 Secera iz postojecih poljoprivrednih useva. Glavni nedostatak koriS¢enja
skrobnih 1 Secernih sirovina jeste njihova cena i to S§to im je primarna namena Zza
ishranu. U Srbiji, jedna od najpogodnijih i najrasprostranjenijih poljoprivrednih sirovina
za industrijsku proizvodnju bioetanola je kukuruz (Nikoli¢ i sar., 2010).

2.1. Seéerne sirovine

Secerna repa (Beta vulgaris L) (slika 2.1, levo) je veoma rasprostranjena biljka
koja se lako prilagodava podneblju i klimatskim uslovima. U tehnoloskom pogledu,
najznacajniji je koren SeCerne repe jer sadrzi najveci procenat saharoze (12-25%).
Kori$¢enje SeCerne repe za proizvodnju bioetanola zavisi od njene trenutne cene i
podobnosti za rast na odredenom podneblju i klimatskim uslovima. Postoje geneticki
modifikovane sorte koje mogu dati bolje prinose fermentabilnih Seéera po jedinici
povrsine i mogu se duze skladistiti. Medutim, cena etanola proizvedenog iz Secerne repe

jos uvek nije konkurentna ceni bioetanola proizvedenog iz Seéerne trske ili kukuruza.

Slika 2.1. Secerne sirovine za proizvodnju bioetanola: Secerna repa (levo), Secerna trska

(u sredini) i topinambur (desno)

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
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Secerna trska (Saccharum officinarum) (slika 2.1, u sredini) najbolje uspeva u
tropskim 1 suptropskim krajevima, a najviSe se gaji u Brazilu, Indiji, Juznoafrickoj
Republici i Kubi. Seéerna trska je najznaGajnija sirovina za proizvodnju bioetanola u
Brazilu. Osnovni sastojak Secerne trske je saharoza (70-91%), a sadrzi i glukozu (2-4%)
i fruktozu (2-4%) (Mojovi¢ i sar., 2007). Nedostatak ove biljke je Sto se ne moze
skladistiti posle zetve, pa se ne moze uvoziti iz tropskih zemalja.

Topinambur ili Jerusalimska arti¢oka (Helianthus tuberosus) (slika 2.1, desno)
je krtolasta biljka poreklom iz Juzne Amerike. Ne zahteva kvalitetno zemljiSte, otporan
je na StetoCine 1 biljne bolesti kao 1 na niske temperature. Krtola ove biljke sadrzi veliki
procenat ugljenih hidrata, uglavnom inulina. Inulin je polisaharid koji se sastoji od
ostataka fruktoze i za razliku od skroba lakse se razgraduje do Secera koje kvasac moze
da fermentiSe. lako su ispitivanja vrSena u Vojvodini na nekoliko lokaliteta, vezano za
kori$éenje topinambura kao sirovine za bioetanol, dala veoma dobre rezultate Sto se tice
prinosa u odnosu na druge skrobne i Secerne sirovine, ova biljka se nefe gajiti na

plodnom zemljistu u nasoj zemlji zbog neophodnosti gajenja osnovnih ratarskih kultura.

2.2. Skrobne sirovine

Krtolaste sirovine

Krompir (Solanum tuberosum) (slika 2.2, levo) je krtolasta biljka koja se koristi
za proizvodnju etanola najvise u Nemackoj i Isto¢noj Evropi. Za proizvodnju etanola
prvenstveno je zasluzan veliki sadrzaj skroba (12-21%) u krompiru, kao i prisustvo
nekih drugih Secera (saharoza, glukoza, fruktoza) u manjem procentu. Upotreba
krompira kao sirovine za proizvodnju bioetanola, opravdana je jedino u slucaju
postojanja znacajnih koli¢ina otpadnog materijala pri preradi krompira, kao i u
oblastima sa velikim trzi$nim viskovima.

Batata ili slatki krompir (Ipomoea batatas) (slika 2.2, u sredini) iz familije
krompira, je krtolasta biljka poreklom iz Juzne Amerike, koja u sebi sadrzi skrob.
Uspeva u toplim krajevima, ¢ak i u zemljiStu slabijeg kvaliteta, a moze se skladistiti i do
10 meseci, pod optimalnim uslovima. Koristi se za proizvodnju Secera i industrijskog
alkohola.

Kasava (tapioka, juka korenje, gari, manioka) (Manihot esculenta) (slika 2.2,

desno) je tropska biljka koja formira korenje koje sadrzi skrob. Najvise se gaji u
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Brazilu, Indoneziji i Zairu. Korenje kasave sadrzi 20-35% skroba. Ova biljka je

pogodna za proizvodnju bioetanola zbog potencijalno visokog prinosa alkohola po

hektaru, ne zahteva plodno zemljiste, otporna je na susu i bolesti, lako se skladisti. Za

fermentaciju zahteva pH vrednosti bliske neutralnoj tako da fermentacionoj kasi nije

potrebno dodavati kiselinu za podeSavanje pH niti nutrijente za rast kvasca, ¢ime se

smanjuje problem korozije.

Slika 2.2. Skrobne sirovine za proizvodnju bioetanola: krompir (levo), batata (u

Zitarice

sredini) i kasava (desno)

Iako se Zitarice uglavnom koriste za ishranu ljudi 1 Zivotinja, visoki sadrzaja

skroba ih ¢ini veoma pogodnim sirovinama za proizvodnju biogoriva i drugih

bioproizvoda. Bioetanol je jedino biogorivo koje se iz ovih sirovina komercijalno

proizvodi. Sadrzaj skroba i teorijski prinosi etanola iz zrna pojedinih Zitarica prikazani

su u tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Sadrzaj skroba i teorijski prinosi etanola iz najznacajnijih Zitarica
(preracunato na suvu materiju) ( Drapcho i sar., 2008; Juliano, 1993)

Sirovina | Skrob. % Teorijskli prinos etarlola
1-kg 1-t
Kukuruz | 72 (65 - 76) 0,52 473
Psenica | 77 (66 - 82) 0,55 500
JeCam 57 (55 - 74) 0,41 371
Sirak 72 (68 - 80) 0,52 473
Ovas 58 (45 - 69) 0,42 382
Pirinad 79 (74 - 85) 0,57 519
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PSenica (Triticum) (slika 2.3, gore levo)sadrzi oko 60% skroba i 11,7% sirovih
proteina (Mojovi¢ i sar., 2007). Udeo proteina je veéi nego kod kukuruza. Proteini
pSenice su kvalitetniji za ishranu ljudi i Zivotinja jer sadrze esencijalnu amino kiselinu
lizin. Medutim, s obzirom da su proteini pSenice nerastvorni u vodi, oni mogu izazvati
probleme prilikom proizvodnje bioetanola. Ukoliko pSenica sadrzi preko 13% sirovih
proteina javljaju se problemi u vidu stvaranja pene tokom fermentacije. Zbog toga su za
proizvodnju bioetanola pogodne samo one sorte koje sadrze nizak procenat proteina, a
samim tim i veéi procenat skroba. PSeni¢ni skrob se trenutno koristi za proizvodnju
etanola u samo dva postrojenja u SAD, dok se u Kanadi 15% bioetanola proizvodi
fermentacijom ove sirovine. U Australiji 1 Evropi, naro€ito u Nemackoj, pSenica
predstavlja glavnu sirovinu na kojoj se bazira razvoj proizvodnje bioetanola iz skrobnih
sirovina.

Istrazivanja su pokazala da se neke od domacih sorti pSenice koje nisu pogodne
za pekarsku industriju mogu koristiti za dobijanje etanola (Mojovi¢ i sar., 2007).
Sporedni proizvodi industrije bioetanola su suva dzibra sa rastvorenim materijama i
gluten koji se sastoji od 80-90% proteina psenice. Gluten je znacajan aditiv u pekarskoj
industriji i industriji mesa i ribljih proizvoda (Drapcho i sar., 2008). Dzibra od pSenice
se sve viSe primenjuje u ishrani Zivotinja u Kanadi, Evropi i drugim delovima sveta.

Psenic¢na dzibra ima veci sadrzaj proteina (38%) i pepela (5,3%), manje masti
(4,6%) 1 sli¢ne udele ADF-a (Acid Detergent Fibre — vlakna nerastvorljiva u kiselom
deterdZzentu, engl.) i NDF-a (Neutral Detergent Fibre — vlakna nerastvorljiva u
neutralnom deterdzentu, engl.) kao kukuruzna dzibra. Nizi udeo masti ukazuje da je
energetska vrednost pSeni¢ne dzibre neSto niza nego kukuruzne. Sadrzaj lizina,
metionina 1 triptofana su visi u pSeni¢noj nego u kukuruznoj dzibri (US Grains Council,

2012).
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Slika 2.3. Zitarice sirovine za proizvodnju bioetanola: psenica, je¢am, raz

(gornji red), ovas, sirak i pirina¢ (donji red)

Jecam (Hordeum vulgare) (slika 2.3, druga gore) i raz (Secale cereale) (slika
2.3, gore desno) su sirovine koje daju niZi prinos po zasejanoj povrsini i najcesce se
koriste za proizvodnju alkoholnih pica, a njihova upotreba za proizvodnju bioetanola je
opravdana ako se koristi o$te¢eno zrno. Jeam ima znatno manji udeo skroba u zrnu od
kukuruza (tabela 2.2) zbog ¢ega je i prinos etanola po jedinici mase znatno nizi. Ljuska
je€ma je tvrda i moze oStetiti opremu za mlevenje i preradu zrna. Je€am sadrzi izvesnu
koli¢inu B—glukana, linearnog nerazgranatog polisaharida p—D-glukoze nalik celulozi,
ali sa B—1,3 vezama na svake 3 ili 4 p—1,4 veze. Beta—glukan je rastvorljiv u vrucoj vodi
1 izaziva takav porast viskoziteta fermentacione smeSe da je pri 30% suve materije
(tipicni uslovi industrijske fermentacije) prakticno nemoguce obezbediti adekvatno
mesanje. Prisustvo p—glukana u suvoj dzibri ne pogoduje ishrani neprezivara kao §to su
zivina 1 svinje. Neki proizvodaci enzima kao $to su Novozymes i Danisco razvili su
komercijalne preparate za smanjenje viskoziteta smeSe (Viscozymes (Novozymes) i

Optimash (Danisco)). Proteini je¢ma sadrze lizin pa su zbog toga znafajan sporedni
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proizvod. Beta—glukan bi mogao biti drugi potencijalno znacajan i isplativ proizvod
zahvaljuju¢i mnogim pozitivnim dejstvima koje ima na zdravlje kao $to su povecanje
imuniteta i smanjenje nivoa LDL holesterola (Drapcho i sar., 2008).

Ovas (Avena sativa) (slika 2.3, dole levo) se do sada nije primenjivao u
komercijalnoj proizvodnji etanola iz viSe razloga. Sadrzi relativno nizak procenat
skroba (tabela 2.2) a masa ljuske zrna ¢ini ¢ak 34% od ukupne mase, ¢ime se umanjuje
koli¢ina skroba u fermentoru. Zrno takode sadrzi f—glukan i pentozane koji nakon
rastvaranja u vrucoj vodi izazivaju znaCajan porast viskoziteta fermentacione smese.
Komercijalna proizvodnja etanola iz zrna ovsa mogla bi postati moguca ako bi se proces
modifikovao (Drapcho i sar., 2008).

Tritikale (Triticosecale) je hibrid pSenice i razi. Za razliku od ostalih Zzitarica,
moze da razgradi sopstveni skrob, jer ima relativno visoku sopstvenu autoamiloliticku
aktivnost. Podnosi niske temperature, uspeva na nekvalitetnom zemljiStu i otporan je na
biljne bolesti. Proces proizvodnje etanola je jednostavniji od onih u kojima se koriste
pSenica i raz. Pokazalo se da se fermentacija pomocu kvasca Saccharomyces diastaticus
moze izvoditi bez prethodne saharifikacije zahvaljuju¢i autoamilolitickom enzimskom
sistemu.

Sirak (Sorghum) (slika 2.3, drugi dole) obuhvata ve¢i broj kulturnih i divljih
sorti biljaka, uspeva na svim kontinentima. Sadrzi Secer i skrob. Procenat skroba je
slican udelu skroba kukuruznog zrna (tabela 2.2). Pogodan za proizvodnju bioetanola
zbog svoje prilagodljivosti uslovima sredine i malim zahtevima za dubrenjem i
naprednom agrotehnikom. Veoma je otporan na susu i toplotu zato $to poseduje vostani
sloj omotaca na liS¢u 1 stabljikama koji sprecava isparavanje vode iz biljke. U Svetu je
tokom 2006. godine proizvedeno 41,2 miliona tona bioetanola od sirka, najvise u SAD,
Nigeriji i Indiji (Drapcho i sar., 2008). Prinosi etanola od kukuruza i sirka su jednaki.
Sastavi dzibre su takode slicni. U SAD se dzibra sirka kao i smesa dzibre sirka i
kukuruza koriste u ishrani nekih domacih zivotinja. Dzibra dobijena od sirka ima nesto
visi procenat proteina, znatno veéi udeo ADF-a i pepela i manji udeo masti i lizina u
poredenju sa kukuruznom dzibrom (U.S. Grains Council, 2012).

Pirina¢ (Oryza sativa) (slika 2.3, dole desno) je prema ukupnoj svetskoj
proizvodnji tre¢a po redu najznacajnija Zitarica posle pSenice i kukuruza. Pirina¢ ima
nekoliko svojstava koja ga ¢ine pogodnom sirovinom za proizvodnju bioetanola, a
njegovo zrno ima visok sadrzaj skroba (tabela 2.2). Ljuska i mekinje se mogu lako

razdvojiti 1 ukloniti iz zrna kako bi se povecala koncentracija skroba u fermentoru. Iako
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se pirina¢ moze gajiti na razli¢itim terenima, ¢ak i1 na veoma strmim brdima, on zahteva
velike koli¢ine vode za navodnjavanje, a setva je veoma tezak i naporan proces.
Medutim, u oblastima u kojima se pirina¢ najvise gaji, kao Sto je Azija, sav pirinac se
iskoristi za ishranu. U razvijenijim delovima sveta, kao $to su SAD, za proizvodnju
etanola se mogu koristiti oStecena zrna koja se uglavnom bacaju ili koriste za ishranu
zivotinja. Prema jednom izvesStaju, procenjeno je da bi se od otpadnog pirinca u
Severnoj Americi moglo napraviti 170 miliona litara bioetanola godisnje (Drapcho i

sar., 2008).

2.3. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozna biomasa je najrasprostranjenija u biosferi jer ulazi u sastav
¢elijskog zida biljaka, a sastoji se iz celuloze, hemiceluloze i lignina (Bayer i sar.,
2007).

Lignocelulozne sirovine se mogu podeliti u vise grupa: 1) poljoprivredni ostaci
(otpaci od Secerne trske, kukuruzovina, slama od pSenice, pirin¢a i jeCma, ljuske od
pirin¢a, kostice od maslina itd); 2) tvrdo drvo (jasika, topola); 3) meko drvo (omorika,
smrc¢a); 4) celulozni otpad (stare novine, iskoriS¢eni kancelarijski papir, kaSa od
recikliranog papira itd); 5) biljna biomasa (lucerka i ostalo krmno bilje); 6) komunalni
&vrsti otpad (Sanchez i Cardona, 2008). Sume obuhvataju oko 80% svetske biomase i
predstavljaju atraktivnu sirovinu za proizvodnju bioetanola zbog dostupnosti, niske
cene, velike koli¢ine, kao i moguénosti obnavljanja (Mojovic¢ i sar., 2007).

Tec¢na goriva koja se proizvode iz obnovljivih lignoceluloznih izvora pruzaju
nekoliko pogodnosti: nize cene sirovina, povecanje obradivih povrSina predvidenih za
poljoprivredne useve namenjene ishrani ljudi 1 Zivotinja, manju upotrebu fosilnih goriva
(Margeot i sar., 2009). Glavne prepreke i problemi koje je potrebno resiti prilikom
biokonverzije lignoceluloznog kompleksa do bioetanola su: izbor i optimizacija
predtretmana; relativno visoki troSkovi enzimske hidrolize; postizanje zadovoljavajuce
konverzije Secera (ukljuujuéi pentoze) do etanola; integrisanje i poboljSanje procesa
kako bi se smanjio utrosak energije i vode; karakterisanje i ocena nusproizvoda lignina i
na kraju, upotreba reprezentativnih i1 pouzdanih podataka za procenu troSkova i
odredivanje uticaja na zivotnu sredinu i socio-ekonomsku situaciju (Margeot i sar.,
2009). Sprovedena su mnoga istrazivanja radi unapredenja i optimizacije postojecih

procesa 1 utvrdivanja inhibiraju¢ih faktora koji uti¢u na niske prinose kod enzimske
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hidrolize. Zahtevni fizi¢ko-hemijski predtretmani sirovina, kao i visoke cene enzimskih
preparata, razlozi su $to je proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina jos uvek,
uglavnom, na laboratorijskom nivou (Margeot i sar.,, 2009). Uvodenje efikasne
proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina imalo bi veliki znacaj u proizvodnji
alternativnih goriva i istovremenom iskoris¢avanju Sumskog i poljoprivrednog otpada.

Osnovne hemijske komponente lignocelulozne biomase su: celuloza,
hemiceluloza, lignin, ekstrakti, pepeo i druga jedinjenja. Na slici 2.4. je prikazana
struktura lignocelulozne biomase (Potters i sar., 2010).
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Slika 2.4. Struktura lignocelulozne biomase

Celuloza je glavna komponenta ¢elijskog zida viSih biljaka. Celulozna vlakna
obezbeduju c¢vrstou drveta i c¢ine 40-50% njegove suve mase. Celuloza je
homopolisaharidni polimer sastavljen od molekula B-D-glukopiranoze povezanih
(1—4)-glikozidnim vezama. Molekuli celuloze su linearni, stepen polimerizacije (n)
varira od sirovine do sirovine i prose¢no iznosi od 2000 do 27.000 glukoznih jedinica.
Osnovna jedinica koja se u molekulu ponavlja je dimer nastao od dva anhidrovana

molekula glukoze — celobioza. Svaka monomerna jedinica celuloze moze formirati dve
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vodoni¢ne veze sa monomerom u susednom lancu. Vodoni¢ne veze povezuju lance u
svakom sloju, posto su inace slojevi spojeni samo slabim van der Valsovim vezama.
Rezultat je veoma stabilna konfiguracija bez medumolekulskih Supljina. Kada se resetke
nativne celuloze razore, na primer jakim alkalijama, postoji moguénost njene
regeneracije. Lanci regenerisane celuloze nisu paralelni, ali su termodinamicki stabilniji
od nativne celuloze (Mojovi¢ i sar., 2007; Sanchez i Cardona, 2008). Hemiceluloze
pripadaju grupi heteropolisaharida i ¢ine 15-30% suve mase drveta (Mojovi¢ 1 sar.,
2007). Hemiceluloze mekog i tvrdog drveta, iako razliCite strukture i sastava,
hidrolizuju do monomernih komponenata: glukoze, manoze, galaktoze, ksiloze,
arabinoze 1 malih koli¢ina ramnoze, glukuronske, metilglukuronske i galakturonske
kiseline. Vec¢ina hemiceluloza ima stepen polimerizacije oko 200 (Mojovi¢ i sar., 2007).
Hemiceluloze se uglavnom rastvaraju u alkalijama tako da se mogu lakse hidrolizovati.
Lignin je veoma kompleksan molekul sastavljen iz fenilpropanskih jedinica. Mada su
osnovni strukturni elementi lignina poznati, neke njegove hemijske karakteristike ostaju
nejasne. Biosinteticki lignin nastaje iz glukoze preko formiranja tri prekursorna
alkohola: kumaril, koniferil i sinapil alkohol. Drvo ima visok sadrzaj lignina.

Molekuli celuloze, hemiceluloze i lignina grade vlaknaste strukture -
mikrofibrile, koji se povezuju u snopove grade¢i slozenije strukture — makrofibrile
(slika 2.4). Hemijske veze izmedu lignina i hemiceluloze i celuloze su estarske, etarske i
glikozidne. Etarske veze su stabilnije u poredenju sa estarskim izmedu lignina i ugljenih
hidrata. Ove veze ¢ine lignin izuzetno otpornim prema hemijskoj i enzimskoj
razgradnji, dok biolosku razgradnju omogucuju mnoge gljive 1 odredene aktinomicete.
Ekstrakti su jedna od glavnih komponenata drvnog materijala, a rastvorljivi su u
nepolarnim organskim rastvaraéima i vodi. Sastoje se iz velikog broja lipofilnih i
hidrofilnih komponenata. Ekstrakti se mogu klasifikovati u Cetiri grupe: 1) terpenoidni 1
stereoidni, 2) masti i voskovi, 3) fenolna jedinjenja i 4) neorganske komponente
(Mojovic i sar., 2007).
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2.4. Sporedni proizvodi razli¢itih tehnoloskih postupaka

Najcéesce koriséeni sporedni proizvodi u proizvodnji bioetanola su:

Melasa SecCerne repe i Secerne trske, sporedni proizvod industrije Secera —
sirup koji nastaje pri poslednjem stepenu kristalizacije u postupku prerade Secernih
sirovina. Sadrzi preko 46% saharoze. Proizvodnjom etanola iz melase nastaju veoma
toksicne otpadne vode, za Cije reSavanje su potrebna znacajna ulaganja. Takode, melasa
se sve vise koristi za bioethnolosku proizvodnju drugih proizvoda: organskih kiselina,
aminokiselina, rastvaraca, vitamina itd. Iz ovih razloga melasa ne predstavlja sirovinu
od velikog znacaja za proizvodnju bioetanola trenutno niti u buducnosti.

Otpadne vode tehnologije skrobnih sirovina, naj¢e$ée iz industrije prerade
krompira sadrze skrob pa se mogu koristiti kao sirovine za proizvodnju bioetanola.

Otpadni sulfitni rastvori iz industrije papira sadrze glukozu i druge
fermentabilne Secere, ali se prethodno iz njih mora ukloniti SO, koji inhibira rast
mikroorganizama.

Surutka je te¢na faza koja se dobija u proizvodnji mle¢nih proizvoda i zbog
relativno velikog sadrzaja laktoze (70-80%) u odnosu na suvu materiju moze se koristiti
kao sirovina u proizvodnji bioetanola.

Sporedni proizvodi razli¢itih tehnoloskih postupaka kao sirovine za proizvodnju
bioetanola imaju nekoliko prednosti medu kojima su niska cena i generalno pozitivni
ekoloski uticaj jer se time dodatno smanjuje zagadenost. Nedostaci primene ovih
sirovina su relativno nizak sadrzaj fermentabilnih Secera, potreba za dodavanjem
nutrijenata i konkurencija sa postoje¢im trziStem hrane za Zivotinje (Mojovi¢ i sar.,
2007).
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3. KUKURUZ KAO SIROVINA ZA PROIZVODNJU BIOETANOLA,
SKROBA I HRANE ZA ZIVOTINJE

3.1. Kukuruz kao sirovina

Kukuruz (Zea mays) (slika 3.1) je jednogodiSnja biljka iz porodice Poaceae koja
daje zrnast plod, najées¢e zute ili bele boje, prosec¢ne visine 2,5 m. Poreklo vodi iz
Srednje Amerike, a u Evropu je prenet krajem 15. 1 po¢etkom 16. veka. Rod kukuruza
(Zea) obuhvata samo jednu vrstu i viSe tipova, kao i veoma veliki broj hibrida u okviru
tipova, medusobno razli¢itih u pogledu hemijskog sastava i strukture zrna. Dana3$nji
kukuruz predstavlja rezultat viSevekovnih spontanih 1 neprekidnih mutacija,
kultivisanog gajenja kroz civilizacijski razvoj i primene razli¢itih metoda selekcije
(Milasinovi¢, 2005).

Slika 3.1. Kukuruz (Zea mays)

Sa industrijskom revolucijom kukuruz je postao traZena sirovina ne samo za
prirpremanje hrane ve¢ i za rafinaciju niza industrijskih proizvoda — skroba, grizeva,
glutena, ulja, alkohola, napitaka. Danas je zanimljiv i lignocelulozni deo biljke kao
sirovina za proizvodnju bioetanola, papira, ambalaze, iverice, kartona i niza drugih
tehnickih proizvoda. Zbog znacaja koji ima kukuruz je predmet istrazivanja velikog
broja istrazivaca razli¢itih nau€nih disciplina, pocev od agronomskih 1 bioloskih do

medicinskih i arheoloskih (Bekrié, 1997).
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Zro kukuruza sastoji se od cetiri osnovne frakcije: korena zrna (1-2% zrna-
uglavnom celuloza), perikarpa (omotaca) (5,5-6% zrna uglavnom celuloza), klice (10 -
14% mase zrna — sadrzi najvise ulja, proteina i ugljenih hidrata), brasnastog (mekog) i
staklastog (tvrdog) endosperma (zajedno Cine 82% suve materije zrna - sadrze najvise
skroba, proteine i masti), kao $to je prikazano na slici 3.2. (Baras i Susi¢, 1982; Gulati,
1996).

Slika 3.2. Poprecni presek zrna kukuruza: y - staklasti endosperm, w - brasnasti
endosperm: p - klica; s - perikarp, r - koren zrna
Prema sastavu zrna odnosno sadrzaju skroba, kukuruz se moze podeliti na

nekoliko osnovnih podvrsta:

. Brasnasti — Zea mays var. amylacea

. Kokicar— Zea mays var. everta

. Zuban — Zea mays var. indentata

. Tvrdunac — Zea mays var. indurata

. Seéerac — Zea mays var. saccharata i Zea mays var. rugosa
. Voskovac — Zea mays var. ceratina

. Visokoamilozni — Zea mays

. Plevicar — Zea mays var. tunicata

. Kukuruz prugastog lista— Zea mays var. japonica

Brasnaste podvrste su bogatije skrobom 1 lipidima od tvrdunaca koji sadrze vise
proteina. Kukuruz zuban je u sredini prema sadrZaju skroba, ali sadrzi manje ulja od
brasnastog i tvrdunca. Prose€an sadrzaj proteina u razli¢itim tipovima kukuruza krece se
izmedu 6 i 12% racunato na suvu materiju. Oko 75% proteina se nalazi u endospermu, a
ostatak je rasporeden u klici i perikarpu. Cetiri glavne grupe proteina u kukuruzu:
albumini, globulini, glutelin i zein, odredene su prvenstveno svojom rastvorljivoséu u
odredenim rastvarac¢ima (tabela 3.1) (Shukla i Cheryan, 2001). Zeinska (prolaminska)

frakcija odreduje tvrdo¢u endosperma zrna. Zein je deficitaran u esencijalnim amino
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kiselinama, kao $to su lizin i triptofan §to smanjuje njegovu hranljivu vrednost, a

njegova nerastvorljivost u vodi ograni¢ava primenu u prehrambenim proizvodima za

ljudsku upotrebu (Shukla i Cheryan, 2001).

Tabela 3.1. Raspodela proteinskih frakcija u zrnu kukuruza (% suve materije)

Protein | Rastvarad | Celo zrno | Endosperm | Perikarp
Albumini | Voda 8 4 30
Globulini | So 9 4 30
Glutelin | Baze 40 39 25
Zein Alkohol 39 47 5

U zrnu su zastupljeni i minerali: Ca, P, K, Fe, Mg, Na, Cl i S; provitamini i
vitamini: B-karoten, vitamin A, tiamin (B,), riboflavin (B;), niacin (Bs), pantotenska
kiselina (Bs) i vitamin E (Baras i Susi¢, 1982; Gulati, 1996.a).

Prose¢ni hemijski sastav osnovnih frakcija zrna kukuruza tvrdunca prikazan je u tabeli
3.2.

Tabela 3.2. Hemijskih sastav strukturnih delova zrna kukuruza (Gulati, 1996)

Frakcija Endosperm | Klica | Perikarp
Skrob, % 98,0 1,4 0,6
Proteini, % 74,8 22,4 2,8
Masti, % 14,5 83,7 1,8
Rastvorljivi ugljeni hidrati, % 28,1 70,2 1,7
Celuloza, hemiceluloza, lignin, % 27,0 21,9 51,1
Pepeo, % 16,5 79,7 3,8

Hemijski sastav kukuruznog zrna moze biti veoma razli¢it i zavisi od tipa
kukuruza, klimatskih uslova, primenjenih agrotehnickih mera, sastava zemljiSta itd. U
tabeli 3.3. prikazane su srednje vrednosti osnovnog hemijskog sastava susenog i

skladistenog merkantilnog kukuruza (Mojovi¢ i sar., 2007; Pieper i Ponitz 1973).

Tabela 3.3. Srednje vrednosti osnovnog hemijkog sastava susenog i skladistenog

merkantilnog kukuruza

Komponenta | Sadrzaj, %
Voda 15,1
Pepeo 1,5
Sirovi proteini 8,4
Sirova vlakna 2,0
Masti 3,7
Skrob 62,6
Doktorska disertacija Valentina Semencenko
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Posmatrano u svetskim razmerama kukuruz je kako po poznjevenim povr§inama
1 proizvedenim koli¢inama tako 1 po upotrebnoj vrednosti zrna jedna od najznacajnijih
biljnih vrsta (Radosavljevi¢ i sar., 2009). Najveca proizvodnja kukuruza je u SAD
(42%), Aziji (26%), Evropi (12%) i Juznoj Americi (9%). Sjedinjene Americke Drzave
su najveci proizvoda¢ u ukupnoj svetskoj proizvonji kukuruza, posebno u takozvanom
,ameri¢kom kukuruznom pojasu® (engl. ,,U.S. Corn-Belt) (Milasinovi¢, 2005). Srbija
se ubraja medu znacajne proizvodace kukuruza ne samo u Evropi ve¢ i u svetu (tabela

3.4) (Agrostats, 2012; Corn Refiners Association, 2012).

Tabela 3.4. Proizvodnja kukuruza u svetu u periodu 2005-2010 godine, izrazena u
hiljadama tona

Godina 2005/6 | 2006/7 | 2007/8 2008/9 | 2009/10

Proizvodacd Proizvodnja

Argentina 15800 | 22500 | 22000 12 600 14 000
Brazil 41700 | 51000 | 58600 51 000 52 000
Kanada 9332 8990 11 649 10592 9700
Kina 139365 | 151 600 | 152 300 | 165 900 155 000
Egipat 5932 6 149 6174 6 217 6 300
EU-27 60668 | 53829 | 47554 62 688 56 572
Indija 14710 | 15100 | 18960 18 480 18 500
Indonezija 6 800 7 850 8 500 8 700 9 000
Meksiko 19500 | 22350 | 23600 25 000 22 500
Nigerija 7 000 7 800 6 500 7900 8 300
Filipini 5 884 6 231 7277 6 846 6 850
Srbija 6 600 6 415 4 054 5900 6 400

Juzna Afrika | 6 935 7300 13164 [ 12750 10 500
Ukrajina 7150 6 400 7400 11 400 9000
Viejtnam 3818 4251 4600 4530 4800

Ostalo 71929 | 67112 | 68361 | 73396 72 449
Meduzbir 416 523 | 444 877 | 460693 | 483899 | 461871
SAD 282 263 | 267503 | 331177 | 307386 | 330674

Ukupno 698 786 | 712380 | 791870 | 791285 | 792545

U Srbiji je 2010. godine 57,5% povrSina oranica i basta bilo zasejano zitaricama,
od toga kukuruzom 1,23 miliona hektara a svega 493 hiljade hektara pSenicom
(Statisticki godisnjak Republike Srbije, 2011). Ostvarena proizvodnja kukuruza u Srbiji
u 2010. godini u odnosu na 2009. godinu povecana je za 12,7% (Statisticki godiSnjak
Republike Srbije, 2011). Proizvodnja kukuruza u Republici Srbiji u periodu od 2008. do
2010. godine prikazana je u tabeli 3.5. (Statisticki godisnjak Republike Srbije, 2011).
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Tabela 3.5. Proizvodnja kukuruza u Republici Srbiji u periodu 2008-2010. godine

Godina Zasejfma Pozng.e vena Proizvodnja, t | Prinos po ha, t
povrsina, ha | povr§ina, ha

2008. 1.277.000 1.273.908 6.158.122 4.8

20009. 1.211.000 1.208.640 6.396.262 5,3

2010. 1.235.000 1.229.573 7.207.191 59

U nasoj zemlji struktura potrosnje kukuruza je veoma nepovoljna. Vise od 90%
ukupno proizvedenog kukuruza odlazi u hranu za zivotinje, direktnu ili industrijski
doradenu, a ostatak za proizvodnju prehrambenih proizvoda i alkohola (Milasinovic,
2005; Statisticki godiSnjak Republike Srbije, 2011).

Kao visoko prinosna ugljenohidratna biljka kukuruz je veoma kompetetivan u
odnosu na ostala zita. Kukuruzno zrno sadrzi u proseku oko 70% skroba i najznacajnija
je sirovina za proizvodnju komercijalnog skroba, kako u naSoj zemlji, tako i u svetu
(Milasinovi¢ i sar., 2007). U ukupnoj svetskoj proizvodnji skroba kukuruz kao sirovina
ucéestvuje sa 83%, krompir i pSenica sa po 6%, kasava sa 4% i ostale sirovine sa 1%
(Radosavljevi¢, 2001). U savremenim procesima prerade kukuruza tehnolosku vrednost
zrna najve¢im delom opredeljuju tipovi endosperma zbog ¢ega je od posebnog znacaja
uociti razlike u fizickim karakteristikama i hemijskom sastavu hibrida sa razli¢itim
osobinama endosperma (Radosavljevi¢ i Milasinovi¢, 2008). Kukuruzni skrob kao
osnovni proizvod primarne skrobarske prerade predstavlja polaznu sirovinu za brojne
procese transformacije u daljoj industrijskoj proizvodnji, odnosno visim fazama
skrobarske prerade (Milasinovi¢, 2005). Stoga, danas postoji Citav niz proizvoda koji se
dobijaju iz kukuruznog skroba.

Istrazivanja kvaliteta 1 tehnoloSke vrednosti zrna predstavljaju doprinos boljoj
valorizaciji kukuruza u industrijskoj preradi, koja je u nasoj zemlji skoro simboli¢no
zastupljena, a pre svega u proizvodnji visokovredne hrane i tehnickih proizvoda $to ima
za cilj povecanje ekonomske vrednosti ove, za naSu zemlju najznacajnije, prirodno
obnovljive ugljenohidratne sirovine (Radosavljevi¢ i sar., 2002).

Kukuruz je jedna od vaznijih sirovina koja se u Severnoj Americi i Evropi
koristi za proizvodnju etanola. S obzirom da proizvodnja kukuruza u Srbiji premasuje
domace potrebe, viskovi bi se mogli korisno upotrebiti za proizvodnju ovog
alternativnog goriva, $to bi oslobodilo nasu zemlju od uvoza oko 2,5 miliona tona nafte

godi$nje (Baras i Susi¢, 1982; Rakin i sar., 2006)
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U svetu danas postoji veliko interesovanje za uzgajanjem hibrida kukuruza
¢ijom bi se primenom pospesila proizvodnja bioetanola. Razvijeni su hibridi sa ve¢im
sadrzajem fermentabilnih Secera, a radi se na kreiranju hibrida sa modifikovanim
karakteristikama skroba (Nikoli¢, 2009). Ranije sprovedene studije su pokazale da se
veliki prinosi etanola mogu posti¢i iz zrna koja sadrze vise skroba a manje proteina i
lipida (Wu i sar., 2006; Srichuwong i sar., 2009). Pored toga, pokazalo se da zrna
kukuruza koja sadrze skrob sa ve¢im udelom kratkih lanaca amilopektina potpunije
hidrolizuju do glukoze tokom alkoholne fermentacije (Srichuwong i sar., 2009).

To zna¢i da sastav zrna i struktura skroba predstavljaju presudne faktore u
predvidanju prinosa bioetanola iz kukuruza. Sastav zrna 1 struktura skroba odredeni su
genetickim poreklom kukuruza ali na njih takode uticu i uslovi sredine (na primer
temperatura u toku rasta i vlaga zemljista) (Asaoka i sar., 1984, 1985, 1987; Shi i sar.,
1994; Tester i sar., 1995; Lu i sar., 1996). Zakljudci istrazivanja uticaja datuma setve na
strukturu skroba mogu se pronaci u literaturi ali su rezultati neusaglaseni. Pokazalo se
da se sadrzaj amiloze u skrobu ne menja sa datumom setve pirinca (Williams i
sar.,1958), normalnog (obi¢nog) kukuruza (Campbell i sar., 1994), i slatkog krompira
(Noda i sar., 2001). Kod visokoamiloznog kukuruza se pokazalo da se sadrzaj amiloze u
skrobu povecava kasnijom setvom (Helm i sar., 1968), dok se kod pSenice smanjio sa
odlaganjem vremena sejanja (Singh i sar., 2010). Nije primecéen uticaj datuma sejanja na
duzinu grana lanaca amilopektina kod kukuruza Secerca (Noda i sar., 2001).

Pokazalo se da faktori kao $to su suSenje zrna i uslovi skladiStenja posle Zetve
uticu na kvalitet 1 stabilnost zrna u toku skladiStenja. Zrna kukuruza suSena na
poviSenim temperaturama (>70°C) ispoljila su veéi stepen lomljenja pri upotrebi
(Hooseney 1986; Peplinski i sar., 1994), izmenjena svojstva skroba (Haros i sar., 2003;
Altay i Gunasekaran, 2006; Malumba i sar., 2009), kao i smanjenu rastvorljivost
proteina kukuruza, kapacitet vezivanja vode za protein, i enzimsku aktivnost (Wall i
sar., 1975; Eckoff i sar., 1991).

Dve velike kompanije koje se bave proizvodnjom semena u SAD, ,,Pioneer* i
»Monsanto“, ulazu napore da identifikuju i razviju nove hibride kukuruza, ispitaju uticaj
sredine na njihov rast, kao i uticaj karakteristika hibrida na sastav korisnih sporednih
proizvoda industrije bioetanola (Nikoli¢, 2009). Obe kompanije su kreirale komercijalne
hibride kukuruza specijalno namenjene za proizvodnju bioetanola ¢ijom primenom je

moguce ostvariti i do 4% visi prinos ovog alternativnog goriva od prinosa koji se
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ostvaruje upotrebom hibrida standardnog hemijskog sastava zrna ($to bi za proizvodnju
etanola od 150-10° 1 godisnje znagilo povecanje profita od 1-2 miliona dolara).

U svetu je najizraZeniji trend razvoja integralne tehnologije u kojoj bi sporedni
proizvodi industrije bioetanola bili maksimalno valorizovani, ¢ime se ostvaruje veca
produktivnost uz minimalno zagadenje zivotne sredine (Rakin i sar., 2009).
Proizvodnjom bioetanola iz kukuruza dobija se sporedni proizvod poznat kao
kukuruzna dzibra.

Kukuruzna dzibra je relativno jeftina, dostupna u velikim koli¢inama ali ima
ogranicenu industrijsku primenu. Na svaki galon (3,78 litara) bioetanola proizvedenog
od zrna kukuruza nastaje oko 3,36 kg suve kukuruzne dzibre (Pimentel, 2003). Ovaj
sporedni proizvod industrije bioetanola predstavlja odli¢an izvor proteina i energije za
Zivotinje pa se zbog toga najcesée koristi kao komponenta smesa za ishranu domacih
zivotinja. I pored toga, Cesto se javlja problem skladiStenja i1 uklanjanja neiskoriS¢ene
dzibre (Mojovi¢ i sar., 2009; Rakin i sar., 2009.a; Pejin i sar., 2009). Dok se uzgajivaci
domacih zivotinja prilagodavaju rastu cena hraniva, perspektiva ukljucivanja suve
kukuruzne dzibre iz proizvodnje bioetanola u udelu ve¢em od tradicionalnog postaje

pitanje vredno razmatranja (Beckman, 2011).

3.2. Kukuruzni skrob

Skrob je polisaharid veoma rasprostranjen u prirodi. To je rezervni ugljeni hidrat
biljaka koji se najvise skladisti u korenu, krtolama i semenu u obliku karakteristi¢nih
zrnaca (skrobnih granula). Javlja se u obliku belog amorfnog praha koji se ne rastvara u
vodi (Pileti¢ i sar., 1993).

Skrob se hiljadama godina koristio za razne namene, a oko 800. godine pre nove
ere prvi put je oznafen kao supstanca kada je izolovan iz zrna Zitarica u vidu belog
praha za primenu u kozmetici 1 medicini. U Kini je jo§ oko 1000. godine pre nove ere
bila poznata tehnologija proizvodnje zasladivaca od pirincanog skroba. Nemacki naziv
za skrob ,,Stérke*, odakle smo i preuzeli re¢ — Stirak, znaci jak ili ¢vrst zbog Svojstva
ucvrséivanja tekstila.

Naucna istrazivanja sprovedena u cilju razumevanja ove supstance zapocinju tek
1716. godine kada je Levenhuk (Leeuwenhoek) pod mikroskopom uoc¢io granularnu
strukturu skroba. Pocetkom 19. veka Kirhof (Kirchhoff) je otkrio da se skrob moze
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prevesti u Secere hidrolizom sa razblazenom sumpornom kiselinom (Seetharaman 1 sar.,
2012).

Granule skroba razli¢itih biljaka razlikuju se po obliku, veli¢ini i drugim
fizickim karakteristikama (slika 3.3). Granule skroba krompira su najkrupnije, a
najsitnije pirin¢a i prosa. Granule kukuruznog skroba javljaju se u dva oblika u
zavisnosti od porekla kukuruza. U brasnastim delovima endosperma se nalaze
uglavnom okrugle granule skroba, a u staklastim granule poliedarskog oblika. U
zavisnosti od vrste biljke, veli¢ina granula skroba varira od 3 do 50 um (Nikoli¢, 2009),
kod kukuruza se krece u rasponu od 5 do 25 um (Baras, 1982; Jeremic i sar., 2000).

C

Slika 3.3. Skrobne granule: A) kukuruza, B) krompira, C) kasave (tapioke), D) psenice,
E) banane i F) ovsa pod svetlosnim mikroskopom (Mishra i Rai, 2006)
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Po svojoj hemijskoj strukturi skrob je polisaharid sastavljen od velikog broja
monosaharida glukoze povezanih a-D-(1-4) i/ili a-D-(1-6) glikozidnim vezama. Bruto
formula skroba je (CgH100s)n. Skrob se sastoji od dve osnovne strukturne komponente —
amiloze i amilopektina. Amiloza ¢ini 14 do 27% makromolekula skroba u zavisnosti od
vrste biljke (Jeremi¢ i sar., 2000). Skrobovi odredenih vrsta kukuruza, je¢ma i pirinca
oznaceni kao voStani sadrze iznad 90% amilopektina, a najcistiji sadrze samo
amilopektin. Nasuprot tome, poznati su i skrobovi sa visokim sadrzajem amiloze, kao
Sto je slucaj kod visokoamiloznog kukuruza gde se sadrzaj amiloze krec¢e od 55 do 85%
(Radosavljevi¢ i sar., 2009.a). lako su i amiloza i amilopektin izgradeni isklju¢ivo od a-
D-glukoze kao monosaharidne komponente, medusobno se znatno razlikuju po svojim
funkcionalnim karakteristikama (tabela 3.6) (Stojanovi¢ i sar., 2000).

Tabela 3.6. Razlike u ponasanju amiloze i amilopektina

Amiloza Amilopektin

Razlaganje -amilazom ~100% ~50%
Stepen polimerizacije 600-1600 >10000
Reakcija sa jodom Tamnoplavo obojenje Purpurno ili crveno

obojenje
Kompleks sa n-butanolom Gradi Ne gradi
Adsorpcija na celulozi Dobra Slaba
Odnos neredukujucih i redukujuéih 1:1 100 n:1
krajnjih grupa

Amiloza je u osnovi pretezno linearan polimer u kome su glukozne jedinice
povezane o-D-(1-4) vezama (slika 3.4), ali sadrzi i manji broj grana povezanih a-D-(1-6)
vezama. Stepen polimerizacije (DP) moze biti i do 6000, a molekulska masa od 105 do
106 Da. Lanci amiloze lako obrazuju pojedinacne ili dvostruke helikse (zavojnice). Na
bazi difrakcije X-zraka uoc¢eno je prisustvo dva tipa kristalne strukture amiloze, tip A i
tip B (Galliard, 1987). Strukturni elementi tipa B su dvostruki heliksi, antiparalelno
upakovani u heksagonalni model. Centralni kanal, okruzen sa Sest dvostrukih heliksa,
ispunjen je vodom (36 H2O po jedinici). Tip A je veoma sli¢an tipu B osim $to se u
centralnom kanalu nalazi jo$ jedna dvostruka zavojnica (koja upakovane helikse ¢ini jo$
blize jedne drugima). Kod ovog tipa samo osam molekula vode po jedinici se nalaze
izmedu dvostrukih heliksa. Odnos redukuju¢ih 1 neredukuju¢ih krajnjih grupa u
molekulu amiloze je 1:1. Amiloza sa jodom daje plavo obojenje, a intenzitet obojenja

varira u zavisnosti od duzine niza amiloze (Stojanovic i sar., 2000).
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Amilopektin, ve¢i i razgranati molekul sa o-D-(1-4) i a-D-(1-6) vezama, je
glavna komponenta skroba (slika 3.4). Amilopektin ne gradi komplekse sa organskim

rastvarac¢ima, a sa jodom gradi komplekse crvene boje (Stojanovié i sar., 2000).

6':"1(_)“ & CH.OH CH;OH
z 0 0 )
H/H H H H H H H
4 1 4 1
OH H o H/o H  H/Lo—
H 2 3 2
n
H OH H OH H OH
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H
Amilopektin {__@
3

H

Slika 3.4. Strukture amiloze i amilopektina (Tester i sar., 2004.a)

Amilopektin (10" do 10° Da), visoko razgranate strukture i prosecnog stepena
polimerizacije od 2 miliona, je jedan od najve¢ih molekula koji se nalaze u prirodi.
Tipi¢na duZina lanaca amilopektina iznosi 20 do 25 glukoznih jedinica izmedu tacki
grananja. Njegova struktura se najcesce opisuje preko ,.klaster modela (slika 3.5) koji
dobija veci znaaj nakon Hizukurijevog postulata da su lanci amilopektina locirani kako
unutar jednog ,klastera® tako i da povezuju dva ili vise ,klastera® (Hizukuri, 1986;

Thompson, 2000).

A

By

B
: B,
+ 0-(1-6)

: By

Ba

- i

Slika 3.5. Sematski prikaz dela amilopektinskog makromolekula ("klaster" struktura)
(Hizukuri, 1986)

Kratki lanci (A) sa stepenom polimerizacije 12-16 koji mogu obrazovati duple
helikse su uredeni u ,klaster* strukturu. ,,Klaster* sadrzi 80% do 90% ovih lanaca a oni

su vezani za duze lance (B) koji ¢ine preostalih 10% do 20% lanaca. Vecina B lanaca
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povezuju dva (DP oko 40) ili tri (DP oko 70) ,klastera®, a neki ¢ak i viSe ,.klastera* (DP
oko 110). Na bazi difrakcije X zraka skrobne granule ispoljavaju semikristalni karakter
koji je pokazatelj visokog stepena orijentacije glukanskog molekula. Oko 70% skrobne
granule su amorfnog karaktera, a samo 30% su kristalnog karaktera. Amorfni region
pretezno Cine makromolekuli amiloze dok je amilopektin mnogo manje zastupljen.
Kristalni region pretezno ¢ine makromolekuli amilopektina (Tester i sar., 2004; Jane,
2006; Copeland i sar., 2009). Na slici 3.6. prikazana je lamelarna struktura skrobnih

granula.

Slika 3.6. Dijagramski prikaz lamelarne strukture skrobne granule (Donald i sar., 1997).
(A) Mikrokristalne lamele odvojene amorfnim koncentri¢nim prstenovima. (B)
Uvelicana slika amorfnog i kristalnog regiona. (C) Duple helikoidne strukture koje
formiraju susedni lanci amilopektina uti¢u na porast kristalnosti lamela.

Osnovne komponente skroba, amiloza i amilopektin iako su izgradeni samo od
o-D-glukoze kao monosaharidne komponente, medusobno se znatno razlikuju po
svojim funkcionalnim osobinama (Jane, 2004). Odnos amiloze i amilopektina u
skrobnim granulama predstavlja jedan od najvaznijih parametara koji znacajno utice na
funkcionalne osobine skroba (Jane i sar., 1999). Skrobovi koji sadrze samo jednu
polisaharidnu komponentu, imaju specificne osobine i kao takvi proSiruju primenu
skroba, odnosno kukuruza i otvaraju nove mogucénosti posebnih primena, za koje obican
kukuruzni skrob ne moZze da se koristi.

Sadrzaj amiloze ima veoma vaznu ulogu u enzimskoj svarljivosti skrobnih
granula. Skoro svi vostani skrobovi se lakSe razgraduju nego normalni, a ovi lakSe od
visokoamiloznih. Navedene razlike se mogu pripisati preplitanju amiloze i amilopektina

Sto smanjuje mo¢ bubrenja granula ¢ineci ih tako manje dostupnim enzimima.
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3.3. Tehnologije prerade zrna kukuruza

Postoje dve osnovne tehnologije prerade kukuruznog zrna koje se primenjuju u
proizvodnji etanola i skroba: 1) proces suvog mlevenja (mlinarska prerada) i 2) proces
mokrog mlevenja (skrobarska prerada). Iako se proces suvog mlevenja ve¢ vise decenija
pretezno primenjuje u industriji bioetanola, moguca je i primena kako postupka suvog
mlevenja tako 1 integrisanog procesa dva navedena vida prerade (Johnson, 1994).
Poslednjih godina vrSe se istrazivanja u cilju unapredenja procesa proizvodnje
bioetanola integrisanjem suvog i mokrog postupka prerade kukuruza (Nikolov i sar.,
2012; Lohrmann i sar., 2008).

3.3.1. Suva prerada zrna kukuruza

Postupak suvog mlevenja se osim u mlinarsko-pekarskoj industriji najcesce
primenjuje u proizvodnji bioetanola. Najznacajniji nusprodukti proizvodnje bioetanola
su ugljen-dioksid i dzibra (Mojovi¢ i sar., 2009). ProsecCan prinos ukupne dzibre koji
nastaje u proizvodnji bioetanola iznosi oko 13 hl po hektolitru bioetanola (Kim i sar.,
1997). Sastav dzibre ¢ine sve komponente polaznih sirovina osim u fermentaciji
iskori§¢eni ugljeni hidrati, zatim biomasa kvasca, kao 1 novonastali meduproizvodi faza
uteCnjavanja (likvefakcije), oSecerenja (saharifikacije) 1 fermentacije koje kvasac moze
da metabolise do etanola (Radosavljevi¢, 2005).

Sema procesa proizvodnje bioetanola procesom suvog mlevenja zrna kukuruza

prikazana je na levoj strani slike 3.7. (Johnson, 1994; Erickson i sar., 2005).
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Slika 3.7. Integralna Sema proizvodnje bioetanola procesima suvog i mokrog mlevenja
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U procesu suve prerade se celo zrno melje i koristi u postupku fermentacije dok
se u mokroj preradi koriste samo fermentabilni Seceri dobijeni hidrolizom skroba (slika
3.7). Kod suve prerade, prethodno samleveno zrno uvodi se u reaktor za ute¢njavanje
skroba u kome se mesa sa vodom da bi se dobila kasa, a zatim se dodaju enzimi kako bi
se skrob hidrolizom razlozio do fermentabilnih Secera (slika 3.7). Posle likvefakcije
sledi saharifikacija — druga faza hidrolize u kojoj se ute¢njen skrob razlaze do glukoze,
maltoze 1 grani¢nih dekstrina. Potom sledi fermentacija u kojoj se pomocu kvasca
fermentabilni Seceri prevode u etanol. Etanol se izdvaja iz fermentisane podloge u
destilacionim kolonama. Etanol i suva dzibra ¢ine prema prinosima glavne proizvode
suvog postupka prerade zrna kukuruza.

Voda i ¢vrste (nerastvorene) supstance koje ostanu posle destilacije etanola
nazivaju se ukupna dzibra (eng. whole stillage), i ona se sastoji prvenstveno od vode,
vlakana, proteina i masti. Pored neizmenjenih polaznih supstanci iz sirovine, dzibra
sadrzi Celije kvasca 1 produkte metabolizma kvasca iz procesa fermentacije kao Sto su
vitamini B grupe i neki faktori rasta (Mojovi¢ i sar., 2010). Ukupna dzibra se
centrifugira kako bi se izdvojile nerastvorene &vrste materije od teénosti. Cvrste
materije, koje uglavnom ¢ine vlakna (celuloza, hemiceluloza, lignin) se jo§ nazivaju i
vlazina pogaca ili sveZa dzibra (eng. wet cake). Sveza dzibra se moze koristiti kao
hrana za zivotinje na farmama u neposrednoj blizini fabrika etanola, jer je vrlo podloZzna
kvarenju. Sveza dzibra sadrzi 7-10% suve materije, od ¢ega su 80% suspendovani, i 0ko
20% rastvorljivi sastojci. Ona sadrzi sirove proteine, masti, mineralne supstance i
vitamine. Veci deo proteina i gotovo svi vitamini i faktori rasta poti€u od kvasca. Za
razliku od nje, suva dzibra je stabilna i moze se Koristiti kao komponenta hrane za
zivotinje tokom cele godine (Mojovié. i sar., 2007). U velikom broju industrijskih
postrojenja u Srbiji ova dzibra se ne iskori§¢ava, pri ¢emu predstavlja znac¢ajan ekoloski
problem sa BPK zagadenjem od 15-340 g-I"* (Rakin i sar., 2009).

SuSenjem se dobija suva kukuruzna dZibra (eng. dried distillers' grains ili
DDG). Tokom proizvodnje etanola iz kukuruza, na 1000 kg utroSenog kukuruza sa 12%
vlage i 65% skroba (preracunato na suvu materiju), nastaje 229 kg suve dzibre sa 90%
suve materije, pri tom se dobija 293 kg etanola (Pejin i sar., 2000).

Jedan od sporednih proizvoda koji nastaju u postupku dobijanja bioetanola
alkoholnim vrenjem je te¢na ili bistra dzibra (eng. thin stillage) (Tasi¢ i sar., 2006;
Dbuki¢-Vukovi¢ i sar., 2011). Nakon centrifugiranja profermentisanog medijuma i

izdvajanja etanola destilacijom zaostaje tecna frakcija, zuckaste boje koja je lako
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mesljiva sa vodom (Puki¢-Vukovi¢ i sar., 2011). Prilikom proizvodnje 1 hl bioetanola
nastaje oko 13 hl bistre dzibre (Kim i sar., 1997). Jedan deo te¢ne dzibre (30-50%) se
moze reciklirati u proces proizvodnje etanola kako bi se obezbedili nutrijenti za kvasac i
podesila pH vrednost podloge za narednu fermentaciju a ostatak se provodi kroz
ispariva¢ kako bi se dodatno uklonila vlaga (Rausch i sar., 2005). Najnovija istrazivanja
su pokazala da tecna dzibra daje obecavajuce rezultate kao jedna od najnovijih sirovina
za dobijanje mleCne kiseline 1 trenutno se vrSe intenzivna ispitivanja u cilju
karakterisanja fermentacije i povecanja produktivnosti (Puki¢-Vukovi¢ i sar., 2011).
SuSenjem te¢ne dzibre dobija se proizvod koji predstavlja kondenzovane rastvorene
supstance iz procesa destilacije (eng. condensed distillers solubles ili CDS) i sadrzi oko
30% suve materije. Ovaj proizvod se moze koristiti kao hrana za Zivotinje ili se pak
teCna dzibra moze dodati vlaznoj pogaci i osusiti tako da se dobije suva dzZibra sa
rastvorenim materijama (SDzZSRM) (eng. dried distillers’ grains with solubles ili
DDGS) koji sadrzi minimalno 88% suve materije, odnosno maksimalno 12% vlage

(detaljnije u odeljku 4.5.1).

3.3.2. Mokra prerada zrna kukuruza

Za razliku od postrojenja za proizvodnju etanola postupkom suvog mlevenja u
kojima se fermentiSe celo samleveno zrno, u procesu mokrog mlevenja se zrna
kukuruza razdvajaju na nekoliko frakcija Sto omoguc¢ava proizvodnju vise prehrambenih
i industrijskih proizvoda ukljucujuéi i etanol. Tehnologija mokre prerade kukuruznog
zrna, koja se smatra najslozenijom tehnologijom u prehrambenoj industriji, predstavlja
integralni proces viSe sukcesivnih operacija, nakon kojih se zrno razdvaja (separise) na
svoje osnovne konstituente (Drapcho i sar., 2008; Milasinovi¢, 2005). Postupak mokrog
mlevenja je uveden pre viSe od 150 godina, u procesu proizvodnje kukuruznog skroba
(Drapcho i sar., 2008). Tehnoloski postupak koji se primenjuje pri mokroj preradi
kukuruza, odnosno njegovoj preradi na skrobarski nacin, sastoji se od nekoliko
osnovnih faza: mocenje zrna, separacija klice, izdvajanje mekinja, izdvajanje glutena,

pranje skroba i susenje skroba (slika 3.8) (Johnson, 1994).
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Slika 3.8. Blok Sema procesa mokre prerade kukuruza
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U procesu mokre prerade, zrno se moci u vodi u kojoj je rastvoren SO, gas
(voda za mocenje). Voda od mocenja koja sadrzi rastvorene ugljene hidrate i proteine iz
zrna se uparava i uvodi u susnicu zajedno sa hranivom od kukuruznog glutena (slika
3.8). Nakon mocenja, zrno se drobi da bi se izdvojila kukuruzna klica. Klica se susi u
posebnoj susnici, a kukuruzno ulje se moze ekstrahovati odmah ili naknadno. Mekinje
se razdvajaju od skroba i glutena, a potom se gluten izdvaja centrifugiranjem. Nakon
pranja, kukuruzni skrob se uvodi u reaktor za likvefakciju. Ostale faze procesa
proizvodnje etanola su iste kao i kod suve prerade (Kim i Dale, 2005).

Skrobarskom preradom dobijaju se slede¢i primarni proizvodi: skrob, gluten,
mekinje, klica i u vodi rastvorljive materije pri mocenju zrna - Kukuruzni ekstrakt
(Radosavljevi¢ i Milasinovi¢, 2008). Skrob i kukuruzno ulje predstavljaju najvrednije
proizvode mokre prerade kukuruza. ProseCan prinos skroba iznosi 66-68% suve
materije (Johnson, 1994). Daljom preradom i meSanjem glutena, mekinja i klica
dobijaju se sporedni proizvodi skrobarske prerade kukuruza: mekinje, brasno od
kukuruznog glutena, brasno od kukuruzne klice i kondenzovani kukuruzni ekstrakt koji
se koriste za ishranu domacih zivotinja. Sporedni proizvodi ¢ine trec¢inu od polazne
mase kukuruznog zrna. Vazno je napomenuti da se u mokroj skrobarskoj preradi
kukuruza ne koristi hemijski ili bioloski tretirano zrno (White i sar., 2003), §to znaci da
su proizvodi ovih procesa bezbedni sa stanovista ishrane, kako ljudi, tako i domacih
zivotinja. lako se industija skrobarske prerade kukuruza u proSlosti razvijala
proporcionalno porastu stanovnistva, poslednjih godina je dozivela nagli razvoj usled
povecane potraznje za visokofruktoznim sirupima (zamena za uvozni Secer od Secerne
trske) koji se koriste u velikom broju prehrambenih proizvoda i bioetanolom koji
povecava oktanski broj bezolovnih goriva, zamenjuje benzin 1 ne zagaduje vazduh
(Johnson, 1994). Povecanjem obima proizvodnje, osim primarnog proizvoda — skroba,
raste 1 koli¢ina nusprodukata procesa skrobarske prerade kukuruza.

Primarni proizvod mokre prerade kukuruznog zrna — skrob predstavlja polaznu
sirovinu za brojne procese transformacije u daljoj industrijskoj proizvodnji, odnosno

viSim fazama skrobarske prerade.
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Izvanredna nutritivna i funkcionalna svojstva kao Sto su: sadrzaj energije,
svarljivost, viskoznost, boja, ukus, kapacitet vezivanja vode i lepljivost, sposobnost
bubrenja, Zelatinizacija i fermentabilnost, ¢ine kukuruzni skrob sirovinom od posebnog
znacaja za prehrambenu i raznovrsnu $iroku industrijsku primenu (Milasinovié, 2005).

Neke od mogucénosti primene nativnog skroba su na primer: u pekarskim
proizvodima, proizvodnji visokofruktoznih sirupa i zasladivaca, slatkiSa, zvakacih
guma, hrane za bebe, pudinga, preliva, proizvodnji lepka, briketa, kao vezivna
komponenta za vostane boje i1 krede, boje za papir, u proizvodnji antibiotika i sredstava
za dezinfekciju, kozmetike u prahu, proizvodnji sapuna i tako dalje (White i sar., 2003).

Voda od mocenja kukuruza je visokoenergetski te¢ni sastojak hraniva za
zivotinje. Sadrzi oko 6-8% suve materije. Ovaj proizvod se ponekad meSa sa mekinjama
ili se prodaje odvojeno kao tecni izvor proteina za goveda. Takode se koristi kao vezivo
za hranivo u peletima gde istovremeno predstavlja izvor minerala i vitamina B grupe.

Koncentrovani kukuruzni ekstrakt (eng. corn steep liquor ili CSL) dobija se
koncentrisanjem vode od mocenja sa rastvorljivim materijama. Sadrzi oko 46%
proteina, 26% mlecne kiseline, 18% mineralnih materija i 2,5% Secera. Sadrzi vitamine,
mikroelemente 1 mle¢nu kiselinu. Najc¢es¢e se primenjuje u farmaceutskoj industriji za
spravljanje hranljivih mikrobioloskih podloga u proizvodnji antibiotika. MoZe se takode
dodati kukuruznim mekinjama pre susenja, kao proteinski suplement.

Kukuruzne klice se koriste u proizvodnji kukuruznog ulja, ekonomski
najvrednije komponente kukuruznog zrna, a od pogace zaostale posle cedenja i
ekstrakcije se proizvodi brasno od kukuruznih klica. Kukuruzna klica sadrzi 48% ulja,
13% proteina, 12% skroba, 2% pepela i 3% vlage. Brasno od kukuruznih klica sadrzi
20% proteina, 2% masti i 9,5% vlakana. Dobija se presovanjem kukuruznih klica do
15% sadrzaja ulja, a zatim se ostatak ulja ekstrahuje heksanom. Ima aminokiselinski
sastav koji najvise pogoduje ishrani Zivine i svinja.

Hranivo od kukuruznih mekinja sadrzi umerenu koli¢inu proteina (tabela 3.7)
a sastoji se od mekinja, kukuruznog ekstrakta i u nekim slucajevima brasna od
kukuruznih klica. Najc¢eS¢e sadrzi oko 21% proteina, 2,5% masti i 8% vlakana.
Aminokiselinski profil je slican celom zrnu kukuruza, osim u slu¢aju kada ne sadrzi

brasno od kukuruznih klica.
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Metabolicka energija iznosi 92, 71 1 52% za goveda, svinje 1 Zivinu, respektivno,
u odnosu na energiju koja se dobija iz kukuruznog zrna (White i sar., 2003). Kukuruzne
mekinje koje po svom hemijskom sastavu predstavljaju smesu celuloze i hemiceluloze
sa niskim sadrzajem skroba i proteina (MilaSinovié¢, 2005) predstavljaju dobar izvor
energije za prezivare koji mogu da metaboliSu ova vlakna. Hranivo od kukuruznih
mekinja se prodaje u suvom ili vlaznom obliku. Suvo hranivo od kukuruznih mekinja se
oblikuje u pelete radi lakSeg rukovanja. Vlazno hranivo od kukuruznih mekinja (45%
suve materije) je kvarljivo, ima rok trajanja 6-10 dana ili se mora Cuvati u anaerobnim
uslovima. Uglavnom se koristi u ishrani goveda.

Brasno od kukuruznog glutena je visokoproteinski koncentrat koji najcesce
sadrzi 60% proteina, 2,5% masti i 1% vlakana (tabela 3.7). Lako je svarljivo, zbog Cega
se preporucuje u ishrani pilia. Dobar je izvor ksantofila (244-550 mg/kg, racunato na
suvu materiju) zbog Cega je pogodno za ishranu Zivine kao izvor Zutog pigmenta.
Proteini ovog nusprodukta su odli¢an izvor metionina i cistina ali sadrze malo lizina i
triptofana (White i sar., 2003). Brasno od kukuruznog glutena moze se kombinovati sa
sojinim bra$nom, s obzirom da ono sadrzi lizin i triptofan a deficitarno je metioninom i
cistinom, pa se na taj nac¢in nadopunjuje aminokiselinski sastav hraniva.

Postrojenja za vlaznu meljavu se mogu jednostavno prilagoditi i proizvodnji
drugih proizvoda kao $to su kukuruzni sirupi i visokofruktozni kukuruzni sirupi, koji se
mogu proizvoditi nezavisno od etanola. Ovi proizvodi imaju ne samo ekonomski znacaj
ve¢ su 1 strateSki vazni, posebno dok nije izrazena potreba za etanolom na trZiStu
(Drapcho i sar., 2008).

U tabeli 3.7. dat je uporedni prikaz sadrzaja hranljivih materija u nekim od
nusprodukata procesa fermentacije sa suvim mlevenjem, procesa mokrog mlevenja i
industije alkoholnih pi¢a (US Grains Council, 2011; Erickson i sar., 2005; National
Research Council - NRC, 1998).
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Tabela 3.7. Uporedni prikaz sadrzaja hranljivih materija (kao osnove hraniva) izmedu
SDzSRM vrhunskog kvaliteta, SDZSRM preporucenog kvaliteta, hraniva od kukuruznih
mekinja, brasna od kukuruznog glutena i suvog pivskog tropa

Kukuruzna Kukuruzna Hranivo od Brasno od Suvi
SDZSRM SDZSRM kukuruznih kukuruznog pivski trop
vrhunskog | preporudenog mekinja glutena
kvaliteta kvaliteta

Suva materija, % 89 93 90 90 2
Ukupni proteini,% 27,2 27,7 215 60,2 26,5
Ukupne masti, % 9,5 8,4 3,0 2,9 7,3
ADF,% 14,0 16,3 10,7 4,6 21,9
NDF, % 38,8 34,6 33,3 8,7 48,7
Svarljiva energija (SE), kcal-kg'™ 3953 3200 2990 4225 2100
Metabolidka energija (ME), kcal kg™ 3580 2820 2605 3830 1960
Arginin, % 1,06 1,13 1,04 1,93 1,53
Histidin, % 0,68 0,69 0,67 1,28 0,53
1zoleucin, % 1,01 1,03 0,66 2,48 1,02
Leucin, % 3,18 2,57 1,96 10,19 2,08
Lizin, % 0,74 0,62 0,63 1,02 1,08
Metionin, % 0,49 0,50 0,35 1,43 0,45
Cistin, % 0,52 0,52 0,46 1,09 0,49
Fenilalanin, % 1,32 1,34 0,76 3,84 1,22
Treonin, % 1,01 0,94 0,74 2,08 0,95
Triptofan, % 0,21 0,25 0,07 0,31 0,26
Valin, % 1,34 1,30 1,01 2,79 1,26
Kalcijum 0,05 0,20 0,22 0,05 0,32
Hlor, % -- 0,08 0,22 0,06 0,15
Magnezijum, % 0,13 0,19 0,33 0,08 0,16
Fosfor, % 0,79 0,77 0,83 0,44 0,56
Iskoristljivi fosfor, % 0,71 0,59 0,49 0,07 0,19
Kalijum, % 0,84 0,84 0,98 0,18 0,08
Natrijum, % 0,22 0,20 0,15 0,02 0,26
Sumpor, % 0,44 0,30 0,22 0,43 0,31
Bakar, mg-kg’ 6 57 48 26 21
Gvozde, mg-kg’ 121 257 460 282 250
Mangan, mg-kg’ 13 24 24 4 38
Selen, mg-kg™ -- 0,39 0,27 1,00 0,70
Cink, mg-kg™ 75 80 70 33 62
B-karoten, mg-kg™* -- 35 1,0 -- 0,2
Vitamin E, mg-kg™ -- -- 8,5 6,7 --
Niacin, mg-kg* -- 75 66 55 43
Pantotenska kiselina, mg-kg™® -- 14,0 17,0 3,5 8,0
Riboflavin, mg-kg™ -- 8,6 2,4 2,2 1,4
Vitamin B12, mg-kg?’ -- 0,0 0,0 0,0 0,0
Biotin, mg-kg™ 0,78 0,14 0,15 0,24
Holin, mg-kg™ -- 2637 1518 330 1723
Folna kiselina, mg-kg'1 -- 0,90 0,28 0,13 7,10
Tiamin, mg-kg’ -- 2,9 2,0 0,3 0,6
Vitamin B6, mg-kg™ -- 8,0 13,0 6,9 0,7

Suvi pivski trop je sporedni proizvod industrije piva i sastoji se od ostatka
je€menog slada i nesladovanih sirovina, ako se koriste u pripremi sladovine. Visoki
sadrzaj vlakana (18-19%) ograniava upotrebu pivskog tropa u ishrani nekih zivotinja

(U.S. Grains Council, 2011).
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Sporedni proizvodi suvog mlevenja, mokrog mlevenja i industrije alkoholnih pica
medusobno se razlikuju po sadrzaju hranljivih materija i imaju drugaciju ekonomsku
vrednost u odredenim vrstama hrane za zZivotinje.

Osnovne nutritivne prednosti kvalitetne suve dzibre sa rastvorenim materijama u
poredenju sa hranivom od kukuruznog glutena, brasnom od kukuruznog glutena i suvim
pivskim tropom jesu visoki sadrzaj ulja i iskoristljivog fosfora. Vrednosti svarljive (SE)
1 metabolicke energije (ME) kvalitetne suve dzibre sa rastvorenim materijama znatno su
viSe od energija hraniva od kukuruznog glutena i suvog pivskog tropa, ali ipak nize od
energija brasna od kukuruznog glutena. Sadrzaj amino kiselina suve dzibre nizi je nego
kod brasna od kukuruznog glutena, ali je uporediv sa hranivom od kukuruznog glutena i
suvim pivskim tropom.

Kombinovanjem nekoliko studija (Paul, 1980; Gulati i sar., 1996; Ladisch i
Dyck, 2005; McAllon i sar., 2000). Kim i Dale (2005) su izracunali ukupnu potro$nju
energije u procesima suve i mokre prerade kukuruza u proizvodnji bioetanola.
Procentualni udeli potrosnje energije u pojedinim fazama ovih procesa prikazani su u

tabeli 3.8.

Tabela 3.8. Procentualni udeo energije potreban za pojedine faze procesa suve i mokre
prerade zrna kukuruza

Faza procesa Udeo energije, %
Suva prerada kukuruza
Mlevenje 0,8
Likvefakcija/saharifikacija 29,7
Fermentacija 3,5
Destilacija 56,5
Izdvajanje SDSR 9,6
Ukupno 100,0
Mokra prerada kukuruza
Mocenje 9,6
Otklicavanje 0,4
Izdvajanje glutenskog hraniva 3,4
Idvajanje glutenskog brasna 3,6
Pranje skroba 3,3
Likvefakcija/saharifikacija 9,3
Fermentacija 53
Destilacija 46,0
Susenje klice 2,3
Ekstrakcija rastvara¢em 1,0
Susenje glutenskog brasna 2,4
Susenje glutenskog hraniva 13,2
Ukupno 100,0
Doktorska disertacija Valentina Semencenko
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Iz tabele se moze videti da se najviSe energije trosi u fazi destilacije kod oba
procesa, dok su utroSci energije izdvajanja nusprodukata znatno manji. Potro$nja
energije za proizvodnju 1 kg bioetanola iznosi izmedu 13,7 i 17,6 MJ kod suve prerade,
I 12,4 do 23,4 MJ kod mokre prerade (Shapouri i sar., 1995; Shapouri i sar., 2002;
Wang, 2000; Graboski, 2002).

Sa ekoloskog stanovista, proces mokre skrobarske prerade kukuruza negativno
utice na zivotnu sredinu zbog velike potroSnje sumporaste kiseline (rastvor sumpor-
dioksida u vodi) u toku faze mocenja kukuruza. Ceo proces mokre prerade ukljucujuci i
faze separacije skroba i nusprodukata iziskuje dosta vremena i velike utorSke energije
(Ramirez i sar., 2009). Prema izvestaju Agencije za zastitu zivotne sredine SAD (EPA,
2000), sumpor-dioksid je jedan od najce$c¢ih zagadivaéa vazduha u SAD. Sumpor-
dioksid iz atmosfere dovodi se u vezu sa hroni¢nim oboljenjima organa za disanje. U
visokim koncentracijama uti¢e na ljude obolele od astme (Boushey, 1982). Takode,
oksidacijom SO, u prisustvu drugih gasova kao §to je azot-dioksid (NO), gradi se
sumporna kiselina koja je uzro¢nik kiselih kiSa. Medutim, novim, enzimskim
dvostepenim procesom mokre skrobarske prerade kukuruza koncentracija SO,
potrebnog za mocenje kukuruza bi se mogla smanjiti do minimalnih koncentracija koje
su neophodne da bi se sprecio rast mikroorganizama a vreme mocenja skratilo 6 puta,
(sa 36 na 6 sati) (Ramirez i sar., 2009). Proces enzimske mokre prerade je trenutno
visokim cenama kukuruza i enzimskih preparata. Predvida se da ¢e u buduénosti,
razvojem tehnologije i snizenjem cena enzimskih preparata ovaj postupak biti znatno
dobijanja etanola procesom mokre prerade kukuruznog zrna do sada nije vrSena te stoga

predstavlja zanimljivu temu za buduca istrazivanja.
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4. TEHNOLOGIJE PROIZVODNJE BIOETANOLA

4.1. Osnovne faze proizvodnje bioetanola

Proizvodnja bioetanola se zasniva na procesu fermentacije Secera prisutnih u

biomasi ili prethodno dobijenih enzimskom konverzijom sastojaka biomase. U procesu

fermentacije SeCera ucestvuju mikroorganizami, najceS¢e kvasaci ili bakterije.

Proizvodne tehnologije se razlikuje u zavisnosti od sirovine, a u opstem slu¢aju se mogu

podeliti u tri faze (slika 4.1):

1. Prethodna obrada supstrata (priprema sirovine)

2. Fermentacija supstrata

3. Izdvajanje proizvoda (destilacija, rektifikacija, preciS¢avanje i obezvodnjavanje).

1. Prethodna obrada

KUKURUZ:
SKROB
SECERI

BIOMASA:
CELULOZA
HEMICELULOZA
LIGNIN

Amilaze

—>

Celulaze

. Fermentacija 3. lzdvajanje proizvoda

Kvasac

GLUKOZA [=—=> | ETANOL |

HEKSOZE (C6):
GLUKOZA
GALAKTOZA

MANOZA Bakterije

=—=> | ETAnOL |

PENTOZE (C5):
KSILOZA
ARABINOZA

Slika 4.1. Uprosc¢ena blok-Sema dobijanja etanola iz biomase
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4.2. Priprema skrobnih sirovina za alkoholnu fermentaciju

Pre pocetka procesa fermentacije skrobne sirovine medu kojima su
najzastupljenije zitarice (kukuruz, pSenica, raz, tritikale itd) i krompir moraju se
prethodno podvrgnuti postupku hidrolize do fermentabilnih Se¢era koje kvasac moze da

previre.

4.2.1. Hidroliza kukuruznog skroba

Kukuruz je najzastupljenija skrobna sirovina u proizvodnji etanola, naro€ito u
SAD (Drapcho i sar., 2008). Procesna tehnologija koja je razvijena za kukuruz moze se
jednostavno adaptirati na druge zitarice. Postrojenja za dobijanje etanola iz kukuruza
zahtevaju neznatne modifikacije kako bi se prilagodile drugim zitaricama. Iz kukuruza
se etanol dobija primenom suvog ili mokrog mlevenja. Klju¢ni koraci ovih procesa su
prikazani na slikama 3.6. i 3.7. (poglavlje 3.3). Glavna razlika izmedu ova dva procesa
je u tome $to se u procesu suvog mlevenja celo zrno melje i uvodi u fermentor, dok se
kod mokre meljave komponente zrna prvo razdvoje na frakcije, a zatim se samo skrobna
frakcija koristi u fermentaciji. 1z tog razloga proces mokre meljave zahteva mnogo vece
kapitalne investicije, a postrojenja za proizvodnju etanola su mnogo veca od onih koja
primenjuju proces suve meljave.

Kukuruzno zrno sadrzi vise od 70% ugljenih hidrata, od ¢ega najveci deo ¢ini
skrob a celuloza 1 hemiceluloza oko 10%. Prva i veoma znacajna faza u tehnoloskom
postupku proizvodnje bioetanola je hidroliza kukuruznog skroba (Mojovi¢ i sar., 2007).

Hidroliza skroba do glukoze moZe se prikazati sledeCom jednacinom:

(CGH1005)n+ NH,O — nCgH1204 (1)

Gde n predstavlja broj glukoznih ostataka u molekulu skroba. Koli¢ina glukoze
koja se dobija od 1 kg skroba je 180n/(162n + 18). Kada je n=2, kao kod maltoze, faktor
konverzije je 1,053. Kada n postane jako veliko, ovaj faktor se priblizava 1,111.

Osnovni cilj hidrolize jeste da se polimerne komponente skroba, amiloza i

amilopektin, Sto efikasnije razgrade do prostijih Secera koji se mogu fermentisati
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pomoc¢u kvasaca ili bakterija. Postoje tri osnovna tipa hidrolize koji se mogu
primenjivati: 1) kiselinski, 2) kiselinsko-enzimski i 3) dvojno-enzimski.

1) Kiselinska hidroliza je postupak koji se sve manje primenjuje zbog velikih
utrosaka energije, Stvaranja sporednih proizvoda i otezane kontrole procesa. Izvodi se
pomocu sumporne ili hlorovodoni¢ne kiseline uz zagrevanje skrobne suspenzije koja
sadrzi 30-40% suve materije, na temperaturi 100-148°C i pH vrednosti 1,5-2. Dejstvom
kiselina se moze posti¢i delimicna ili potpuna hidroliza. Proizvodi delimi¢ne hidrolize
su sirupi i hidrolizati skroba, a potpunom hidrolizom nastaje glukoza. lako nastali
hidrolizati pokazuju dobre filtracione karakteristike, kao sporedni proizvodi nastaju
polimeri koji boje rastvor i visok sadrzaj pepela. Zbog toga postupci preciS¢avanja
dodatno poskupljuju proces. Zbog nespecificnog dejstva kiselina nastaje i sporedni
proizvod oksimetilfurfurol koji se zbog nepostojanosti dalje razlaze na mravlju i
levulinsku kiselinu. Osim sporenih proizvoda koji smanjuju prinos Zeljenog produkta,
dodatna faza preciS¢avanja i veliki troSkovi usled izvodenja hidrolize na visokoj
temperaturi i visokom pritiskom doveli su do prelaska na enzimski postupak hidrolize
(Baras i Susi¢, 1982).

2) Kiselinsko-enzimskom hidrolizom se skrob na povisenoj temperaturi i pod
pritiskom u prisustvu kiseline kao katalizatora prevodi u rastvor. Mehanicko i kiselinsko
utenjavanje skrobne suspenzije sa 30-40% suve materije vrsi se tokom 5 minuta na
temperaturi od 140°C i kiselinom podeSenoj vrednosti pH u intervalu 2-5. Suvise niske
vrednosti pH izazivaju promenu obojenja i formiranje sporednih proizvoda, a suvise
visoke vrednosti pH uti¢u na nepotpuno ute¢njavanje skroba. Potom se smeSa hladi do
95°C, pH podesi na 6-6,5 i dodaju enzimi, ¢ime zapoCinje faza saharifikacije.
Saharifikacija se odvija u fermentorima u kojima se vr$i viSeCasovna hidroliza
oligosaharida dobijenih u fazi likvefakcije, na odgovarajucoj temperaturi. Glavna
prednost ovog kombinovanog postupka je u tome S$to se dobijeni proizvodi lako
filtriraju a primenjuje se manja koli¢ina enzima. Medutim, zbog primene kiselina,
formiraju se sporedni proizvodi koji smanjuju kvalitet i prinos glukoze (Baras i Susi¢,
1982).
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4.2.1.1. Dvojno-enzimski postupak hidrolize skroba

Dvojno-enzimski postupak hidrolize skroba je savremeno resenje u kome se
koriste termostabilne amilaze koje omogucéavaju hidrolizu na nizoj temperaturi i pritisku
(Nikoli¢, 2009). Osnovne prednosti ovakvog postupka su manja potro$nja energije i nizi
prinos neglukozidnih necistoca.

Ute¢njavanja ili likvefakcija skroba je prva faza dvojno-enzimske hidrolize
skroba u kojoj dolazi do delimi¢ne hidrolize skroba uz smanjenje viskoznosti
suspenzije. U ovoj fazi se koristi enzim termostabilna a-amilaza koja vrsi utecnjavanje
skroba tako $to hidrolizuje unutra$nje a-D-(1-4)-glikozidne veze. Faza likvefakcije
obuhvata: intenzivno meSanje polazne skrobne suspenzije, podesavanje optimalne pH
vrednosti koja je odgovaraju¢a za dati enzim i zagrevanje smeSe na temperaturu
neophodnu za likvefakciju (85-110°C) u tokul-1,5 h. Na poviSenoj temperaturi granule
skroba bubre i Zelatinizuju se. Bubrenje i hidratacija granula skroba izazivaju znatan
porast viskoziteta kaSe i gubitak kristalini¢ne strukture granula. Nastaje gusta kasa koja
dejstvom enzima po =zavrSetku likvefakcije prelazi u teénu smesSu dekstrina
(kompleksnih Secera). Cilj likvefakcije je da se smanji viskoznost suspenzije, kao i
dovodenje dekstroznog ekvivalenta do vrednosti izmedu 10 i 20 u zavisnosti od koli¢ine
dodatog enzima (dekstrozni ekvivalent DE predstavlja odnos redukuju¢ih Secera
izrazenih kao glukoza 1 ukupnih ugljenih hidrata raCunato na suvu materiju). Na brzinu
likvefakcije utice viSe faktora kao S§to su: temperatura, brzina meSanja, pH vrednost,
vreme trajanja likvefakcije, koncentracija supstrata, koncentracija enzima, dodatak Ca*
jona itd (Mojovi¢ i sar., 2006).

Osecerenje ili saharifikacija skroba je druga faza hidrolize skroba. U ovoj fazi
se koristi enzim glukoamilaza koji vr$i dalju razgradnju skroba tako Sto hidrolizuje a-D-
(1-4) i a-D-(1-6)-glikozidne veze pocevsi od neredukujuceg kraja makromolekula, §to
dovodi do stvaranja glukoze kao krajnjeg proizvoda (Kendereski, 1986). Saharifikacija
skroba obuhvata: hladenje smeSe do optimalne temperature za glukoamilazu,
podesavanje optimalne pH vrednosti, dodavanje odgovaraju¢e koli¢ine enzima uz
konstantno mesSanje sve dok se saharifikacija ne zavrSi, §to se utvrduje merenjem
sadrzaja redukujucih Se¢era odnosno odredivanjem DE vrednosti (na kraju hidrolize DE
iznosi 97-98). Faktori koji uti¢u na efikasno odvijanje faze likvefakcije uti¢u takode i na

fazu saharifikacije.
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Ukoliko je pri kraju hidrolize koncentracija redukuju¢ih Secera veoma visoka,
glukoamilaza moZze izvrsiti polimerizaciju glukoze. Pritom, naj¢eS¢e nastaju izooblici
di- i tri- saharidi (izomaltoza i izomaltotrioza) zbog ¢ega se smanjuje kvalitet i prinos
zeljenog proizvoda (Milijanovié, 2005). Uproséena Sema hidrolize skroba pomocu a-

amilaze i glukoamilaze prikazana je na slici 4.2.

SKROB

a-amilaza iz B. licheniformis

\ 4

Y

LIKVEFAKCIA t=85-95°C, pH=5,5-7,0;
DE=10-20

Glukoamilaza iz Aspergillus ili
Rhizopus

\ 4
SAHARIFIKACIJA

t=55-60°C, pH=5,5-5,0;
DE= 95-98

v
GLUKOZA

Slika 4.2. Sema dvojno-enzimske hidrolize skroba (Van der Veen i sar., 2006)
4.2.1.2. Enzimi koji katalizuju hidrolizu skroba

Enzimi koji katalizuju delimi¢nu ili potpunu hidrolizu skroba do glukoze i
oligosaharida manje molekulske mase nazivaju se amilaze (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008).
Amilaze (amiloliticki enzimi) su grupa hidrolaza koje su veoma zastupljene u
mikroorganizmima, biljkama 1 zZivotinjama. Ovi enzimi katalizuju hidrolizu skroba 1
prema nacinu delovanja mogu se podeliti u tri grupe: endoamilaze, egzoamilaze i
enzimi koji otkidaju grane molekula.

Endoamilaze hidrolizuju a-(1-4)-glikozidne veze u unutrasnjosti molekula
skroba nasumic¢no, §to dovodi do naglog smanjenja molekulske mase skroba. Kada
naidu na tacku grananja, tj. na o-(1-6)-glikozidnu vezu hidroliza se prekida. U ovu
grupu amilaza spadaju a-amilaze (EC 3.2.1.1) koje produkuju glikozidne lance razlicite
duzine. Njihovo sistemsko ime je o-1,4-glukan-4-glukanohidrolaza. Pod dejstvom a-

amilaze nastaju dekstrini sa a-konformacijom na prvom C-atomu, odakle i poti¢e naziv
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a-amilaze. Mikroorganizmi koji metabolizmom stvaraju a-amilaze su plesni, kvasci,
bakterije i aktinomicete, mada se uglavnom u njihovom industrijskom dobijanju koriste
plesni (Aspergillus orizae) i bakterije (Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens). Prva koris¢ena a-amilaza bila je amilaza iz B. amyloliquefaciens.
Kompanija ,,Novozymes“ je proizvela termostabilne a-amilaze dobijene iz B.
licheniformis pod komercijalnim nazivom Termamyl 120 L ili Termamyl SC. Amilaze
iz vecine bakterija i1 plesni imaju pH optimum u kiselom i neutralnom opsegu (5-7).
Optimalna radna temperatura 65-70°C, dok su a-amilaze iz sojeva B. licheniformis
stabilne 1 na 90°C. a-amilaze su metaloenzimi, koje u svom sastavu sadrze jone
kalcijuma (Ca®") kao kofaktore od esencijalnog znacaja za njihovu aktivnost. Broj ovih
jona varira u zavisnosti od porekla enzima i kre¢e se od 1 do 10, iako je kod veéine
dovoljan samo jedan jon kalcijuma da bi enzim bio aktivan i stabilan. Prisustvo Ca**
jona povecava termostabilnost a-amilaze a preporucene koli¢ine ovih jona su 40-60
ppm. Odredeni broj jona Ca?* moze se lako ukloniti dijalizom ili dodavanjem agenasa
koji vezuju metale, kao §to je EDTA (etilen-diamin-tetraacetat), ali takav enzim postaje
manje aktivan i stabilan (Knezevic¢-Jugovié¢, 2008).

Egzoamilaze, u koje spadaju p-amilaze i glukoamilaze, raskidaju o-D-(1-4)-
glikozidne veze postepeno pocevsi od neredukujuceg (Knezevi¢-Jugovic, 2008).

Sistematsko ime p-amilaza je a-1,4-glukan-4-maltohidrolaza sa enzimskim
brojem EC 3.2.1.2. Posto B-amilaze raskidaju svaku drugu vezu, odnosno otkidaju po
dve glukozne jedinice, maltoza je osnovni proizvod koji se dobija pri dejstvu ovog
enzima. Pri otkidanju jednog molekula maltoze dolazi do tzv. Valdenove (Walden)
inverzije na prvom C atomu pa se dobija maltoza B-konformacije. Ova konfiguraciona
promena koja nastaje na produktu enzimske hidrolize je razlog §to se ovi enzimi
nazivaju -amilazama, pa njihovo ime ne treba vezivati sa moguénos$¢u raskidanja f3-
glikozidne veze i mesati ih sa celulazama (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). Kao i a-amilaze, ni
B-amilaze ne raskidaju a-D-(1-6)-glikozidne veze i nemaju moguénost da ih zaobidu.
Kada se priblize mestu grananja, hidroliza se prekida 1 dobijaju se grani¢ni dekstrini.
Zbog toga se prilikom dvojno-enzimske hidrolize skroba, kako bi se kao krajnji

proizvod dobila glukoza koristi, kao $to je ve¢ napomenuto, iskljucivo a-amilaza.
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Glukoamilaze (poznate i kao amiloglukozidaze, a-glukozidaze) raskidaju
redom glikozidne veze otkidajuc¢i po jednu glukoznu jedinicu pocevsi od neredukujuceg
kraja molekula, pa kao osnovni proizvod hidrolize nastaje glukoza. Sistematsko ime
ovog enzima je o-1,4-glukan-4-glukohidrolaza sa enzimskim brojem EC 3.2.1.3. Pored
a-D-(1-4)-glikozidne veze, ove amilaze raskidaju a-D-(1-6) i a-D-(1-3)-glikozidne
veze. Afinitet ovog enzima prema svim vezama koje raskida nije isti, tako da, iako
enzim teoretski moze da katalizuje hidrolizu skroba do glukoze sa 100% prinosa, to
ipak nije slucaj u praksi. Zbog toga je potrebno da pored glukoamilaze bude prisutna i
a-amilaza kako bi se skrob u potpunosti razgradio. Temperaturni optimum je 50-60°C,
dok se poviSenjem temperature drasticno smanjuje aktivnost, a ve¢ na 85°C se u roku od
5 minuta inaktiviSe. Optimalna pH vrednost je izmedu 4 i 5. Mnoge vrste plesni
sposobne su da proizvedu glukoamilazu pod razli¢itim uslovima pri ¢emu se
industrijska proizvodnja fokusira na proizvodnji iz Aspergillus niger i Rhizopus orizae.
Najpoznatiji komercijalni nazivi su (proizvoda¢ Novozymes, Danska): SAN Extra L (iz
Aspergillus niger), Spirizyme Plus FG i AMG 300L.

Enzimi koji otkidaju grane molekula imaju znacajnu ulogu u biosintezi i
razgradnji skroba u biljkama (Medi¢, 2011). U biljkama postoje dve klase ovih enzima:
pululanaze (poznate i kao R-enzim ili grani¢ne dekstrinaze; EC 3.2.1.41) i izoamilaze
(EC 3.2.1.68). Pululanaza raskida a-(1-6) veze pululana i amilopektina, ali slabo deluje
na glikogen. I1zoamilaza uspesno raskida a-(1-6) veze amilopektina i glikogena, ali ne i
pululana. Glavna funkcija pululanaze je hidroliza a-(1-6) veza u molekulima skroba
proklijalog semena, kao i u razvoju zrna pirinca i kukuruza, §to ukazuje na to da takode
ima ulogu u sintezi skroba. Za razliku od njih, izoamilaza ima presudnu ulogu u sintezi
skroba. Tokom klijanja, endogene amilaze hidrolizuju skrobne granule ¢ime nastaju
Seceri kao Sto su glukoza i maltoza. Ovi Seceri se potom koriste kao izvori energije i
glukoze u sadnicama.

Na slici 4.3. je prikazan nadin delovanja enzima o-amilaze, P-amilaze i

glukoamilaze na molekule skroba.
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Slika 4.3. Specifi¢no delovnje pojedinih amilaza na raskidanje veza u molekulu skroba

Iako enzimi pruzaju mnogobrojne prednosti u odnosu na klasi¢ne hemijske
katalizatore, visoke cene veéine enzimskih preparata otezavaju Siru industrijsku primenu
enzimskih postupaka. I pored toga $to specifi¢nost katalitiCkog dejstva enzima znatno
pojednostavljuje 1 pojeftinjuje fazu preciS¢avanja krajnjeg proizvoda, visoka cena
samog enzima je Cesto faktor koji odreduje rentabilnost kompletnog procesa. Pri
koris¢enju nativnih enzima, katalitiCke reakcije se najcesée izvode dodavanjem enzima
u rastvor reaktanata. Ovakav postupak stvara niz poteskoca jer po zavrSenoj reakciji,
enzim ostaje ili kao kontaminiraju¢a primesa u finalnom proizvodu ili se odstranjuje
takvim metodama koje u vecini slu¢ajeva uniStavaju njegovu aktivnost. Enzimi se u
ovom slucaju koriste samo jedanput i potom gube vrednost, Sto znacajno povecava cenu
postupka (Knezevi¢-Jugovic¢, 2008).

U cilju ostvarivanja bolje ekonomicnosti i viSestrukog kori§¢enja, razvijene Su i
patentirane razlicite tehnike imobilizacije enzima. Po definiciji, imobilisani enzimi su
enzimi koji su fizi¢ki lokalizovani ili hemijski vezani u odredenom prostoru, pri cemu
zadrzavaju kataliticku aktivnost. Prema tome, imobilizacija enzima predstavlja
ukljucivanje enzima u bilo koju izolovanu fazu, koja je odvojena od faze slobodnog
rastvora, pri ¢emu molekuli supstrata i proizvoda reakcije mogu da se razmenjuju
izmedu faza (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). Imobilizacijom se moZze povecati Cistoca
finalnog proizvoda i smanjiti potroSnju samog enzima, kao i ukupni troskovi

proizvodnje bioetanola.
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4.3. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Faza koja sledi nakon pripreme suspstrata jeste fermentacija Secera. Ona se
najcesce izvodi pomocu kvasaca iz roda Saccharomyces cerevisiae na temperaturi od
oko 30°C, mada se mogu koristiti i drugi sojevi kvasaca (Saccharomyces uvarum
(carlsbergensis), Schizosaccharomyces pombe i Klyveromyces) i bakterija (Zymomonas
mobilis, Clostridium sporogenes i Thermoanaerobacter ethanolicus).

Za odvijanje procesa alkoholne fermentacije koriste se specijalno konstruisani
sudovi — fermentori. Reakcija se naj¢e$¢e odvija u anaerobnim uslovima, iako su kvasci
fakultativni anaerobi (mogu da fermentisu $ecere u prisustvu ili u odsustvu vazduha).
Alkoholna fermentacija u kojoj dolazi do biohemijske transformacije ugljenih hidrata,
prvenstveno monosaharida glukoze, u etanol i ugljen-dioksid, pod anaerobnim
uslovima, uz oslobadanje energije koju je potrebno izdvojiti iz sistema, moze se izraziti

Gej-Lisakovom (Gay-Lussac) jednac¢inom:

CeH1206— 2 CoHsOH + 2 CO, + 117 kJ )

To znaci da se od 1 kg glukoze teorijski moze dobiti 0,51 kg etanola i 0,49 kg
ugljen-dioksida. U realnom slucaju prinos alkohola i ugljen-dioksida je ne$to manji i
zavisi od viSe faktora kao Sto su: vrsta Secera koji se fermentiSe, koriS¢eni proizvodni
mikroorganizam i primenjeni procesni uslovi. U dobro koncipiranim postupcima stvarni

prinos se krece oko 90-95% od teorijskog prinosa (Mojovi¢ i sar., 2007).

4.3.1. Faktori koji uti¢u na tok i efikasnost alkoholne fermentacije

Na odvijanje 1 efikasnost procesa fermentacije uticu brojni faktori kao S§to su:
aeracija, temperatura, pH, sastav supstrata, mesanje, koncentracija nutrijenata potrebnih
za metabolizam proizvodnog mikroorganizma, prisustvo inhibitora u podlozi,
kontaminacija hranljive podloge drugim mikroorganizmima kao i karakteristike samog
proizvodnog mikroorganizma (Stojakovic, 2001).

Aeracija hranljive podloge vazduhom tokom prva 2-3 h je neophodna da bi se
obezbedio kiseonik koji je potreban za rast i umnoZavanje ¢elija kvasca. I pored toga Sto

je proizvodnja etanola anaeroban proces, kiseonik je neophodan za sintezu sterola i
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nezasi¢enih masnih kiselina koji su znacCajni za strukturu 1 funkcionisanje
citoplazmati¢ne membrane Celija kvasca. Za razliCite sojeve kvasca potrbna je razlicita
koli¢ina kiseonika. Kada se sav kiseonik iz podloge potrosi, sadrzaj sterola u ¢elijama i
brzina apsorpcije nutrijenata pocCinje da opada i kvasac menja svoju metabolicku
aktivnost. S obzirom na direktnu vezu izmedu sinteze sterola i rasta kvasca, koli¢ina
sterola koja se nalazi unutar populacije kvasca odreduje brzinu i stepen fermentacije
(Stojakovi¢, 2001; Stojanovi¢ i Niksi¢, 2000; Velickovi¢, 2000).

Temperatura na kojoj se izvodi alkoholna fermentacija utice na respiracionu i
fermentacionu aktivnost kvasca. Na optimalnu temperaturu uti¢e veliki broj faktora i
zbog toga nije precizno definisana, ali se moze reci da se nalazi u opsegu od 25-30°C.
To je temperatura koja istovremeno obezbeduje brzu fermentaciju pri kojoj se ne ometa
razmnozavanje kvasca uz postizanje Sto potpunije transformacije Secera u etanol i
ugljen-dioksid. Na visim temperaturama fermentacija je brza i intenzivnija, ali nastaje i
veca koli¢ina sporednih metabolita Sto otezava kasniju izolaciju etanola. Na viSim
temparaturama kvasci su osetljivi na etanol (sa povecanjem temperature za svakih 10°C
povecava se smrtnost Celija kvasca od etanola 10 puta). Na nizim temperaturama
fermentacija Secera je potpunija i moze se ostvariti veéi prinos etanola. Temperature
viSe od 34°C na kojima kvasac gubi mo¢ fermenatcije su kriticne temperature (Mojovi¢
I sar., 2007; Stojakovi¢, 2001; Stojanovi¢ i Niksi¢, 2000).

pH vrednost supstrata zna¢ajno uti¢e na tok alkoholne fermentacije. Optimalne
pH vrednosti se kre¢u u opsegu od 4 do 6. Vrednosti pH niZe od 2,6 znafajno ometaju
fermentaciju, dok se na ve¢im pH vrednostima formiraju vece koncentracije glicerina i
organskih kiselina na racun etanola (Stojakovi¢, 2001; Stojanovi¢ i Niksi¢, 2000).

Sastav supstrata direktno uti¢e na fizioloska svojstva kvasca od kojih zavisi
dinamika procesa fermentacije 1 kvalitet gotovog proizvoda. Najvaznija funkcija
supstrata je da obezbedi najpogodnije hranljive materije za rast i fermentacionu
aktivnost izabranog proizvodnog mikroorganizma. Supstrat mora da sadrzi neophodnu
koncentraciju fermentabilnih Secera, odnosno izvore ugljenika i asimilativnog azota,
faktora rasta i potrebne mineralne materije. Optimalna koncentracija fermentabilnih
Secera za odvijanje alkoholne fermentacije kre¢e se od 15 do18%, a fermentacija se

nesmetano moze odvijati sve dok je koncentracija ovih Secera niza od 25%.
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Radi racionalnije proizvodnje etanola, potrebno je da u komini od kukuruznog
skroba bude $to veca koncentracija fermentabilnih Secera. Medutim, koncentrovane
komine sporije fermentiSu zbog delovanja nepovoljnih faktora: poveéana gustina, slabiji
prenos mase i toplote, povecana koncentracija alkohola koja deluje inhibitorno, veci
pritisak i veca koncentracija ugljen-dioksida. Da bi se navedeni problemi ublazili,
povecava se koliCina starter kulture, revitalizuje se kvasac pre zasejavanja, dodaju se
protektori osmoze itd. Za ocuvanje vitalnosti kvasca preporucuje se da se kvasac
recirkuliSe ili da se pre zasejavanja revitalizuje. Da bi se umanjilo nepovoljno delovanje
visokog osmotskog pritiska i povecane koncentracije alkohola, vrSena su ispitivanja
moguénosti zastite Vvitalnosti kvasca dodatkom pojedinih protektornih supstanci.
Utvrdeno je da glicin, prolin i glicin-betain znac¢ajno umanjuju osmotski Sok kod kvasca
I ubrzavaju asimilaciju glukoze.

U toku alkoholne fermentacije, zahtevi za azotnim nutrijentima se obezbeduju
aminokiselinama i peptidima male molekulske mase (Stojakovié, 2001; Stojanovi¢ i
Niksi¢, 2000; Velickovié, 2000). Dodatak mineralnih soli i vitamina pozitivno uti¢e na
rast 1 vijabilnost ¢elija kvasca i povecava efikasnost alkoholne fermentacije (Alfenore i
sar., 2002). Koli¢ina ovih mikronutrijenata koje je potrebno dodati supstratu zavise od
sirovine koja se Koristi za proizvodnju etanola. Celije kvasca za svoj rast zahtevaju
vitamine: mezoinozitol, pantotensku kiselinu, biotin, tiamin, nikotinsku kiselinu i
piridoksin. Pantotenska kiselina je deo acetil-CoA koji ucestvuje u metabolizmu
ugljenih hidrata, masti i proteina, povecava tolerantnost kvasca na etanol jer stimulise
sintezu lipida. Biotin predstavlja kofaktor mnogih enzima koji ucestvuju u reakcijama
karboksilacije, a u€estvuje 1 u sintezi nukleinskih kiselina, proteina i masnih kiselina
(Alfenore i sar., 2002). Mezoinozitol doprinosi povecanju vijabilnosti celija i
tolerantnosti kvasca na etanol. Zahteve za piridoksinom i tiaminom imaju samo kvasci
gornjeg vrenja (tiamin je ukljucen u reakcije dekarboksilacije) (Stojakovié, 2001).
Nikotinska kiselina se koristi za sintezu NAD" i NADP" (Veli¢kovié¢, 2000).

Za aktivnost kvasca su takode neophodni izvori Zn, Mn , Mg, Ca, Cu, K, Fe, S'i
P. Mineralne soli u¢estvuju u metabolizmu kvasca kao aktivatori enzima ili kao delovi
aktivnog centra enzima (Nikoli¢ i sar., 2009.a). Joni metala (K*, Mg, Ca®* i Zn?")
uti¢u na promenu brzine glikolize 1 konverzije piruvata do etanola i samim tim uticu i na

efikasnost alkoholne fermentacije (Stojakovi¢, 2001).
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Magnezijum je uklju¢en u mnoge fizioloske funkcije kao Sto su rast i
razmnozavanje kvasca i1 enzimska aktivnost, a takode ima znaCajnu ulogu u zastiti
kvasca od toksi¢nih koli¢ina etanola i visokih temperatura. Ukoliko supstrat ne sadrzi
dovoljne koli¢ine magnezijuma, moze do¢i do spore ili nekompletne fermentacije
(Birch i Walker, 2000). Cink wutiCe na aktivnost enzima kao S§to su
alkoholdehidrogenaza, aldolaze, alkalna fosfataza, DNK i RNK polimeraza (Mayalagu i
sar., 1997). Fermentacija se znacajno usporava padom koncentracije cinka ispod 0,1
mg-1™". Koncentracija cinka iznad 0,6 mg-1™" usporava rast kvasca pod uslovom da
koncentracija jona Mg* nije isto toliko visoka (Stojakovi¢, 2001). Bakar utice na
aktivnost enzima a-amilaze i povecava efikasnost enzimske hidrolize (Sodhi i sar.,
2005). Medutim, posebna paznja se obraca na koli¢ine dodatog bakra- pri
koncentracijama oko 1 mg1™ bakar poboljsava prinos etanola, a pri visokim
koncentracijama toksi¢no deluje na vijabilnost kvasca. Joni kalcijuma takode uti¢u na
povecanje efikasnosti konverzije skrobnih sirovina do etanola (Pejin i Razmovski,
1992). U ¢eliji kvasca kalijum uti¢e na permeabilnost ¢elijskog zida, a gvozde ima
posebnu ulogu u citohromima. Utvrdeno je da prisustvo pojedinih jona u odredenim
koncentracijama moze negativno uticati na rast i aktivnost kvasca. Tako na primer,
srebro, kadmijum, Ziva i1 paladijum inhibiraju rast kvasca u koncentracijama od 1-10
mg-1™, a litijum, berilijum, nikl, arsen, telur, bor i bakar u koncentracijama preko 50
mg-1™ i selen u koncentraciji od 500-600 mg-1™ (Stojakovié, 2001).

Mikrobioloska kontaminacija, izazvana bakterijama mlec¢no-kiselinskog i
sir¢etnog vrenja koja dovodi do smanjenog prinosa etanola tokom fermentacije,
predstavlja znacajan problem koji se moze javiti tokom proizvodnje etanola. Vecina
kontaminanata medu bakterijama mle¢no-kiselinskog vrenja pripada rodu
Lactobacillus, a to su najcesce vrste L. brevis, L. buchneri, L. plantarum i L. paracasei.
Pored bakterija mle¢no-kiselinskog vrenja, nepovoljne su i bakterije sircetnog vrenja,
kao Sto su Acetobacter aceti, A. xylnium i A. pasterianus koje vrse oksidaciju alkohola.
Kao mikrobioloska kontaminacija mogu se javiti i bakterije buterne Kkiseline
Clostridium acetobutilicum (Graves i sar., 2006).

Postoje dva nacina na koji kontaminanti (bakterije) negativno uticu na kvasac.
Prvi nacin je taj $to su mlecna i siretna kiselina (u svom nedisosovanom obliku) kao
krajnji proizvodi metabolizma ovih bakterija u stanju da inhibiraju rast kvasca, tako §to
difunduju u ¢eliju kvasca kroz citoplazmatiénu membranu jer su rastvorne u njenim

fosfolipidima.

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
72




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Zatim, ove kiseline disosuju ako je pH vrednost unutar celije ve¢a od pH
vrednosti van celije, Sto rezultira acidifikacijom citoplazme. Sam mehanizam dejstva
mlecne kiseline na Celiju kvasca jo§ uvek nije objasnjen. Drugi nacin negativnog uticaja
ovih bakterija je da predstavljaju konkurenciju kvascima u pogledu nutrijenata. Gram-
pozitivne bakterije mlecne kiseline mogu tolerisati visoke temperature i niske pH
vrednosti, i mogu da preZive i rastu veoma brzo (brze se razmnozavaju od kvasaca) pod
uslovima u kojima se proizvodi etanol (Bayrock i Ingledew, 2004).

Jedan od nacina kontrole bakterijske kontaminacije u industriji etanola je
koris¢enje antibiotika kao $to je penicilin G, streptomicin, tetraciklin, virginiamicin 1
mononezin. Medutim, neodgovarajuée koriS¢enje antibiotika moze dovesti do
obrazovanja sojeva pojedinih bakterija koje pokazuju rezistentnost na odredene
antibiotike. Drugi nain kontrole bakterijske kontaminacije je kori§¢enje povecanog
inokuluma kvasca, ¢ime se postize inhibicija bakterija Sto rezultira u smanjenoj
produkciji mle¢ne kiseline 1 povecanoj krajnjoj koncentraciji etanola. Standardna
preporuka za koliinu kori¢enog inokuluma kvasca u industriji etanola je 1x10°
CFU/ml po procentu suve materije kukuruznog brasna. Pored navedene dve mogucnosti
kontrole kontaminacije neophodno je stalno mikrobioloski kontrolisati proizvodnju
etanola. Neophodna je kontrola kvasca, proizvodnog procesa, kontrola ¢iS¢enja uredaja,
sudova, ventila i kontrola efikasnosti dejstva dezinfekcionih sredstava (Stojakovic,
2001).

Moguénost pojave inhibicije jedan je od znacajnih faktora koji utiCu na sam
tok fermentacije. Jedan od inhibitora rasta kvasca i fermentacije je i sam etanol koji vrsi
nekompetitivnu inhibiciju. Fosfolipidi u citoplazmati¢noj membrani zna¢ajno uticu na
tolerantnost kvasca na etanol (Ingram, 1984). Naime, etanol menja stepen polarnosti
¢elijske membrane i citoplazme i na taj na€in negativno utice na rast ¢elije pri visokim
koncentracijama etanola. Ovaj negativan uticaj se ogleda u povecanoj fluidnosti
membrane. Na povecanje tolerantnosti na etanol uticu povecana koncentracija vitamina,
proteina i nezasi¢enih masnih kiselina u membrani. Poveéanju tolerantnosti na etanol
mogu doprineti i drugi fizioloski faktori kao Sto su: sastav hranljive podloge,
akumulacija etanola unutar Celije, temperatura i osmotski pritisak (Banat i sar., 1998).
Trehaloza predstavlja i stabilizator membrane 1 ima zaStitnu ulogu u kvaS¢evim ¢elijama
pri stanjima stresa tako da se smatra da njena koncentracija unutar ¢elije ima vaznu

ulogu u sposobnosti kvasca da toleriSe visoke koncentracije etanola.
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Naime, toksiCan uticaj etanola raste sa porastom temperature. Kvasac S. uvarum
obi¢no je manje tolerantan na etanol u odnosu na S. cerevisiae. Ispitivanja faktora koji
uticu na toleranciju kvasca na etanol pokazala su da se mnogi problemi mogu prevazici
primenom odredenih azotnih jedinjenja, sterola i nezasi¢enih masnih kiselina. Smatra se
da tolerancija na etanol nije svojstvena soju, ve¢ je odredena uslovima fermentacije
(Stojakovié, 2001).

Tolerantnost na visoke temperature se takode smatra znacajnom karakteristikom
komercijalnih sojeva kvasca. Visoke temperature uzrokuju povecanu fluidnost ¢elijske
membrane kvasaca usled promene sastava masnih kiselina. Povecanje temperature
uzrokuje i sintezu proteina koji imaju vaznu ulogu kod tolerantnosti kvasca na etanol i
temperaturu. Sinteza proteina se indukuje usled akumulacije delimi¢no denaturisanih
proteina. Akumulacija trehaloze je takode povezana sa toplotnim stresom celije jer

koncentracija trehaloze u ¢eliji uti¢e na otpornost kvasca na toplotu.

4.3.2. Proizvodni mikroorganizmi

Alkoholnu fermentaciju mogu da izazovu predstavnici gljiva i bakterija. Od
gljiva se posebno isti¢u kvasci. Oni produkuju brojne enzime koji imaju znac¢ajnu ulogu
u alkoholnoj fermentaciji.

Mikroorganizmi se u procesu gajenja veoma brzo razmnoZavaju jer imaju kratko
generaciono vreme (Prescott i sar., 2002; Drapcho i sar., 2008). Tokom razmnozavanja
se moZe meriti gustina populacije pri ¢emu se dobijaju vrednosti koje u zavisnosti od
vremena formiraju karakteristinu krivu rasta populacije (slika 4.4). Prema brzini rasta i
razmnozavanja mikroorganizama na krivoj se mogu razlikovati ¢etiri osnovne faze: lag
faza, logaritamska ili eksponencijalna faza, stacionarna faza i faza odmiranja
mikroorganizama.

U lag fazi mikroorganizmi se ne razmnozavaju, to je faza mirovanja. U ovoj fazi
se kvasac priprema za rast i udvostru¢avanje. Tokom ove faze odigravaju se velike
promene u ¢elijama kvasca. SadrZaj glikogena opada, a sadrzaj masti raste. U lag fazi
sadrzaj glikogena je oko 27%, a masti 1-2%.

U logaritamskoj, odnosno eksponencijalnoj fazi (faza ubrzanog rasta),
kvasci se razmnozavaju geometrijskom progresijom. Generaciono vreme iznosi 3-4

sata. Tokom ove faze sadrzaj masti u celijama dostize 27%, a sadrzaj glikogena se
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smanjuje na 1-2%. Ova faza je od posebnog znacaja za industrijsku proizvodnju, jer se u
njoj stvara najve¢i broj proizvoda metabolizma. Ovde nastaje vecéi broj
mikroorganizama nego $to odumire. U ovoj fazi se mikroorganizmi najlakSe mogu
dezintegrisati delovanjem visokih temperatura ili hemijskih sredstava.

U stacionarnoj fazi isti broj mikroorganizama nastaje i odumire. Celije i dalje
proizvode etanol, ali rast (definisan kao udvostru¢avanje celija) prestaje. U ¢elijama se
sintetiSe glikogen, a sadrzaj masti opada. I u ovoj fazi dolazi do stvaranja vrlo znacajnih
proizvoda metabolizma odredenih mikroorganizama kao $to su vitamini.

Za prehrambenu industriju je lag faza posebno znacajna. Tezi se da se kod
cuvanja namirnica stvore takvi uslovi kako bi ova faza §to duze trajala da ne bi doslo do

ubrzanog razmnozavanja mikroorganizama i kvarenja proizvoda.

Stacionarna faza

Faz\
odumiranja

Eksponencijalna

(log) faza

Dekadni logaritam broja vijabilnih éelija

Vreme —»

Slika 4.4. Dijagram rasta mikroorganizma (Prescott i sar., 2002)

U industriji se danas primenjuju uglavhom dva sistema gajenja

mikroorganizama:

. diskontinualni (stati¢ni, Sarzni) i
. kontinualni (dinamicki) sistem.

Kod diskontinualnih sistema se javljaju karakteristicne faze u razmnozavanju
mikroorganizama. Merenjem rasta populacije dobija se karakteristicna kriva rasta, koja
logaritamski-eksponencijano raste vrlo kratko, nezavisno od koncentracije supstrata i
proizvoda metabolizma do odredenih granica. Kada se iz podloge iscrpe nutrijenti i

nakupe proizvodi metabolizma, proces se zaustavlja.

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
75




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Kod kontinualnog tipa procesa se posle izvesnog vremena postiZu stacionarni
uslovi za gajenje u pogledu pojedinih jedinjenja, biomase i proizvoda metabolizma. Pri
ovom sistemu gajenja mikroorganizam se moze odrzavati u eksponencijalnoj fazi rasta
pri konstantnim uslovima. Ovi uslovi u literaturi su poznati kao stacionarni (steady
state, engl.).

Na slici 4.5. je prikazana dijagram zavisnosti optimalne zapremine supstrata

potrebne za ¢elijski ciklus u zavisnosti od koncentracije proizvedenog etanola.
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Slika 4.5. Optimalna zapremina supstrata potrebna za Celijski ciklus u zavisnosti od
koncentracije proizvedenog etanola

4.3.2.1. Kvasci

Od mikroorganizama koji se najviSe Kkoriste u proizvodnji bioetanola
najzastupljeniji su kvasci. Kvasci su heterotrofni eukariotski mikroorganizmi. To su
ve¢inom jednocelijski mikroorganizmi koji su tokom evolucije izgubili sposobnost
stvaranja micelija. Pripadaju gljivama razlicitih sistematskih grupa. Fizioloski se
razlikuju u odnosu na bakterije zbog toga Sto prilikom razmnozavanja dolazi do
spajanja kompletnog genetskog materijala izmedu dve jedinke, posle Cega nastupa
redukciona deoba. Seksualni nacin razmnozavanja je kod kvasaca ce$¢i nego kod
bakterija, iako kod nekih sojeva kvasaca jos uvek nije otkriven.

Kvasci prema nacinu ishrane spadaju u hemoorganotrofne organizme zato $to

koriste organska jedinjenja kao izvor energije i ne zahtevaju suncevu svetlost za rast.
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Glavni izvori ugljenika za kvasce su heksoze, odnosno monosaharidi glukoza i
fruktoza, ili disaharidi kao $to su saharoza i maltoza. Neke vrste mogu da metabolisu i
pentoze kao $to je riboza, alkohole i organske kiseline.

Kvasci su prema potrebama =za kiseonikom fakultativno anaerobni
mikroorganizmi. Prema temperatururama koje zahtevaju za rast i razvoj pripadaju grupi
mezofilnih mikroorganizama, ¢ija je optimalna temperatura 25-45°C. Odredeni sojevi su
prilagodeni da rastu na nizim temperaturama (,,hladni kvasci®). Veéina kvasaca je
osetljiva na dejstvo dezinfekcionih sredstava (npr. SO,). Pojedini sojevi kao $to je, na
primer “sulfitni“, mogu da podnesu vece koncentracije sumpornih jedinjenja. U tome se
posebno isticu sojevi iz roda Saccharomycodes koji podnose koncentracije sumpornih
jedinjenja pri kojima drugi mikroorganizami ne mogu da opstanu.

Vecina kvasaca moze da fermentiSe podloge koje sadrze 4-16% Secera.
Osmofilni kvasci se razvijaju u koncentrovanijim podlogama kao §to su marmelada,
dzem i slatko. To su predstavnici iz roda Saccharomyces koji je ranije oznaavan kao
Zygosaccharomyces.

Kvasci se obi¢no razvijaju u sredinama koje sadrze do 10% alkohola.
Metabolizmom mogu da produkuju 16-17 vol. % alkohola. Posebni sojevi mogu da
proizvedu i oko 20% etanola. Za industrijsku proizvodnju su najznacajniji predstavnici
iz roda Saccharomyces. To su pravi kvasci koji se razmnozavaju pupljenjem. Sojevi
pivskog kvasca Sacc. cerevisiae se primenjuju u raznim fermentacionim postupcima i
mogu se podeliti na kvasce ,,gornjeg vrenja“ (stvaraju penu na povrsini fermentacione
smesSe, optimalna temperatura pri kojoj su metabolicki aktivni je najeSce izmedu 15 i
20°C) 1 kvasce ,,donjeg vrenja” (ne stvaraju penu, optimalna temperatura na kojoj su
metaboli¢ki aktivni je oko 10°C). Od pivskih kvasaca ,,donjeg vrenja“ najznacajniji je
Sacc. carlsbergensis (uvarum). Od vinskih kvasaca poznata je vrsta Sacc. cerevisiae
var. elipsoideus ovalnog oblika. Stetne vrste koje mute pivo su Sacc. turbidans i Sacc.
pastorianus, koji izaziva goréinu piva. U prirodi je veoma rasprostranjena vrsta
kruSkastog odnosno limunastog oblika Kloeckera apiculata, koja moze da produkuje 4
— 6% alkohola. U toplijim krajevima od veceg znafaja su vrste iz roda
Schizosaccaromyces koje previru sok Secerne trske. Tako je npr. Sch. pombe izdvojen iz
africkog piva nasao primenu u dobijanju alkohola na visim temperaturama (32-42°C) u
Meksiku 1 Argentini. Takode se mozZe koristiti u nasim krajevima za dobijanje Zestokih

pica (jabukovaca).
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U pekarstvu se koriste odgovarajuci sojevi kao pekarski kvasci. Predstavnici iz
roda Saccharomycodes (S. ludwigi) otporni su na vise koncentracije SO,. Osmofilni
kvasci se mogu razvijati pri viSim koncentracijama suve materije. Poznati su jo$ i kao
osmotolerantni.

Neki sojevi kvasaca zahtevaju prisustvo kiseonika za aerobno ¢elijsko disanje
(obligatni aerobi), neki su anaerobni ali mogu i aerobno da proizvode energiju
(fakultativni anaerobi). Za razliku od bakterija, nisu poznati sojevi kvasca koji su
obligatni anaerobi. Kvasci se najbolje razvijaju u neutralnim ili blago kiselim uslovima
pH. Rastu u rasponu temperature 10°C do 37°C, pri ¢emu je optimalna temperatura
izmedu 30°C i 37°C, u zavisnosti od vrste (za S. cerevisiae optimalna temperatura je
30°C). Preko 37°C ¢elije kvasca su pod stresom i viSe se ne dele istom brzinom. Vecina
¢elija kvasca odumire na temperaturama iznad 50°C. Ako podloga dosegne 105°C
kvasac ¢e se dezintegrisati. U rasponu temperature od 0-10°C fizioloska aktivnost je
zanemarljiva. Pod odredenim uslovima ¢elije mogu da prezive zamrzavanje, pri ¢emu
vijabilnost opada tokom vremena.

Fermentativni kvasci vrse anaerobnu disimilaciju, energi¢no fermentisu Secere,
pri ¢emu nastaju CO» 1 etanol. U te¢nim podlogama ne stvaraju povrSinsku skramu ali
zamucuju podlogu i stvaraju talog. Najznacajniji predstavnici su:

Saccharomyces cerevisiae — celije su okrugle ili ovalne, pojedina¢ne i u
parovima. Ne stvara navlaku ali ponekad stvara tanak, nekompletan prsten i talog.
Obicno ne formira laZzne micelije.Vegetativno se razmnoZava multipolarnim pupljenjem
a polno stvaranjem askospora. Askusi sadrze 1 - 4 ovalne askospore.

Saccharomyces cerevisiae var. elipsoideusje najvise zastupljena vrsta u
alkoholnoj fermentaciji vina. Posle zavrSene fermentacije retko zaostaju u vinu jer brzo
izumiru pa ne predstavljaju opasnost za narednu fermentaciju.

Saccharomyces carlsbergensis (uvarum) je tipi¢an kvasac donjeg vrenja pivske
industrije. FermentiSe galaktozu, glukozu, maltozu, melobiozu, rafinozu i saharozu.
Laktozu ne fermentiSe.

Schizosaccharomyces pombe - stvara sferoidne i1 pravougaone celije.
Aseksualno se razmnozava deljenjem (stvaranjem pregrada tj. pravog micelijuma koji
se cepa na artrospore), a seksualno - stvaranjem askusa sa 4-8 askospora. FermentiSe
glukozu 1 saharozu a ne fermentiSe galaktozu i laktozu. Koristi se za fermentaciju u

toplijim krajevima (Afrika) jer podnosi visoke temperature (africko pivo).
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Kloeckera apiculata — ¢elije su u obliku limuna, ovalne ili izduzene. To je divlji
kvasac 1 najceS¢e je zacCetnik divljeg vrenja. Razmnozava se bipolarnim pupljenjem 1
obi¢no ne stvara, osim u pojedinim slucajevima, laznu miceliju. Sve vrste fermentiSu
glukozu, a neke i saharozu. Brzo se razmnozava na ¢vrstim podlogama, plod je krem do
zute boje, a u sladnom bujonu stvara talog i obi¢no nepotpun prsten.

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je mikroorganizam koji se naj¢e$c¢e koristi za

proizvodnju bioetanola iz skrobnih i Se¢ernih sirovina (slika 4.6).0Ovaj kvasac je najvise
eksploatisani mikroorganizam u industriji i jo$ uvek je primaran za proizvodnju etanola
i alkoholnih pi¢a (pivski kvasac "gornjeg vrenja™).
Glavni metabolicki put kod alkoholne fermentacije je glikoliza (Embden-Meyerhof-
Parnas ili EMP put), kojim se metaboliSe jedan molekul glukoze, i dobijaju se dva
molekula piruvata (Madigan i saradnici, 2000), kao §to je ilustrovano na slici 4.7. Pod
anaerobnim uslovima, piruvat se dalje redukuje do etanola uz oslobadanje CO».

Teorijski prinos iznosi 0,51 kg etanola i 0,49 kg CO, po masi metabolisane
glukoze. Dva molekula ATP-a nastala glikolizom Koriste se za iniciranje biosinteze
¢elija kvasca koja se sastoji od vise bioreakcija koje iziskuju energiju. Iz tog razloga je
proizvodnja etanola povezana sa rastom celija kvasca, §to zna¢i da kvasac mora biti
sporedni proizvod. Bez kontinualne potro$nje ATP-a za rast Celija kvasca, glikoliticki
metabolizam glukoze se naruSava zbog akumuliranja ATP-a unutar ¢elije, Koji inhibira
fosfofruktokinazu (PFK), jedan od najvaznijih enzima za odvijanje glikolize.

Osim etanola i ugljen-dioksida tokom procesa fermentacije nastaju i drugi
sporedni proizvodi. Glicerol je najvazniji od njih (1% zapreminske mase). Visi pH
smeSe, poviseni osmotski pritisak 1 drugi faktori mogu stimulisati konverziju
dihidroksiaceton fosfata do glicerola (Ingldew, 1999). Drugi nusprodukti kao §to su
organske kiseline 1 vis§i alkoholi nastaju u znatno manjoj koli¢ini. Sinteza ovih
nusproizvoda, kao i rast ¢elija kvasca, usmeravaju neke meduproizvode glikolize ka
odgovaraju¢im metaboli¢kim putevima, smanjujuci tako prinos etanola. U industriji se
prinos etanola racuna na osnovu ukupnog Secera unetog u fermentor bez odbijanja
rezidualnog Secera i moze iznositi oko 90-93% od teorijske vrednosti prinosa etanola
(Ingledew, 1999). Zbog toga se koncentracija rezidualnog Secera mora odrzavati na
niskom nivou. Na primer, u proizvodnji etanola iz skrobnih sirovina koncentracije

rezidualnih redukujuch Secera 1 ukupnih Secera ne bi trebalo da budu ve¢e od 2 g 1"i5 g
I,
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Do sada je poznato da kvasac Saccharomyces cerevisiae moze da proizvodi 10-
12% etanola (Mojovi¢ i sar., 2007). Medutim, postoje tvrdnje i indicije da ¢elije kvasca
mogu proizvesti i do 23% etanola (Pejin i sar., 2000). Postavlja se pitanje da li je u
proizvodnim uslovima moguée ostvariti ovako visoke koncentracije etanola u
fermentacionoj podlozi, kao i koji su preduslovi potrebni za postizanje maksimalne

koncentracije etanola prilikom fermentacije kvascima.

Slika 4.6. Celije kvasaca Saccharomyces cerevisiae (levo) i Saccharomyces cerevisiae
var. ellipsoideus (desno)

Seéeri koje ovaj mikroorganzam moze da metabolise jesu: glukoza, fruktoza,
manoza, galaktoza, saharoza, maltoza i maltotrioza. Saccharomyces cerevisiae

proizvodi etanol putem glikolize (Embden- Meyerhof- Parnas ili EMP put) (slika 4.7).
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Slika 4.7. Glikoliticki (EMP) put za dobijanje etanola kod kvsca S. cerevisiae

U najprostijem obliku, dobijanje etanola iz glukoze se moze prikazati
jednacinom:

CsH1206 +2 Pi+2 ADP — 2 C;HsOH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 3

Glukoza — 2 etanol + 2 ugljendioksid + energija

Na slici 4.8. Sematski je prikazana reakcija (3) razgradnje glukoze.

Glucose
2 Pyruvate

co,
o,

2 Acetaldehyde

2 Ethanol
Slika 4.8. Sematski prikaz razgradnje glukoze do etanola
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Iz ove jednaline se moZe izracunati da je teorijski prinos 0,51 g etanola po
gramu glukoze.

Ovaj prinos se u praksi nikada ne ostvaruje, jer se ne prevodi sva uneta glukoza
u etanol, ve¢ se jedan deo koristi za sintezu ¢elijske mase, odrzavanje éelijskih funkcija
i stvaranje sporednih proizvoda kao $to su glicerol, siréetna kiselina, mle¢na i ¢ilibarna
kiselina. Medutim, pod odgovaraju¢im uslovima se moze posti¢ci 90 do 95% od
teorijskog prinosa. Odredivanjem ukupnog prinosa etanola indirektnom laboratorijskom
metodom merenja prinosa ugljen-dioksida i prora¢una odgovarajuéeg prinosa etanola na
osnovu stehiometrijske jednacine (2) moze se utvrditi da pored etanola kvasac S.
cerevisiae proizvodi sporedne proizvode u ¢ijoj sintezi ucestvuje ugljen-dioksid.
Medutim, ovi sporedni proizvodi se obi¢no proizvode u veoma niskim koncentracijama
(<1 g1, i greska do koje dovode u kalkulaciji totalnog prinosa etanola zasnovanoj na
prinosu ukupnog ugljen-dioksida je mala (< 2%). Najznacajniji sporedni proizvod
procesa fermentacije je glicerol koji ¢ini 1% zapreminskog udela. Sinteza glicerola ne
ukljucuje ugljen-dioksid (Drapcho i sar., 2008). Drugi nusprodukti kao $to su organske
kiseline 1 vi$i alkoholi nastaju u znatno manjoj koli¢ini.

Transport Secera je prvi i najznacajniji korak u proizvodnji etanola. Smatra se da
je to korak koji odreduje brzinu u procesu glikolize kod kvasca. Saccharomyces
cerevisiae ima kompleksan i veoma efikasan sistem za transport Secera. Postoji 20 gena
koji kontroliSu transport heksoza u genomu. Brzina transporta moze premasiti 10
molekula glukoze po celiji u sekundi u brzo fermentiSu¢im celijama. Transporteri
heksoza kod Saccharomyces cerevisiae se mogu podeliti u 3 grupe: transporteri niskog
afiniteta (Kmgiukoza) = 50-100 mM), transporteri umerenog afiniteta (Km (gjukozay 0k0 10
mM), i transporteri visokog afiniteta (Km (giukoza) = 1-2 mM). I pored velike slozenosti
sistema, svi transporteri heksoza u Saccharomyces cerevisiae koriste olaksanu difuziju
za transport glukoze. Ovaj nacin transporta zahteva samo gradijent koncentracije kroz
plazma membranu. Saharoza, najzastupljeniji Secer u Secernoj trski 1 Sec¢ernoj repi,
hidrolizuje se do glukoze 1 fruktoze pomocu enzima invertaze, koja se nalazi izmedu
¢elijske membrane i Celijskog zida. Zatim se ova dva monosaharida resorbuju u ¢eliji
kvasca. Fruktoza ulazi u put glikolize prevode¢i se u fruktoza-6-fosfat pomocu

heksokinaze.
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Dva SeCera dobijena u hidrolizi skroba, maltoza 1 maltotrioza, prolaze
neizmenjeni kroz Celijsku membranu, a zatim se unutar ¢elije hidrolizuju do glukoze
pomocu enzima o-glukozidaze. S. cerevisiae ne moze da metaboliSe maltotetriozu i vise
polisaharide (dekstrine).

Glukoza 1 saharoza su dva najceSce koriS¢ena supstrata koje metaboliSe S.
cerevisiae. Kada je u nekom industrijskom procesu prisutno vise vrsta Secera, glukoza i
saharoza se uvek prve troSe. Naime, prisustvo ova dva Secera suzbija iskoriS¢enje i
metabolisanje drugih Secera. Ova katabolicka represija je posledica kompeticije za
transportere Secera i regulacionih gena koji su zaduzeni za resorpciju i metabolizam
drugih Secera. Na primer, resorpciju fruktoze usporava glukoza jer oba Secera u Celiju
transportuju isti prenosioci, koji imaju veéi afinitet prema glukozi. Takode, glukoza
moze da umanji ekspresiju specifi¢nih transportera fruktoze. Glukoza ometa ekspresiju
gena za resorpciju maltoze, ¢ak 1 kada je maltoza prisutna. Glukoza takode izaziva
represiju gena za iskoriS¢enje galaktoze ¢ak i u prisustvu Secera. Kataboli¢ka represija
ne prestaje posto se glukoza i saharoza potroSe. U stvari, ovaj efekat moze trajati jos$
nekoliko sati. Represija iskoriSéenja Secera posredstvom glukoze i/ili saharoze moze
imati negativan uticaj na brzinu fermentacije u industrijskoj proizvodnji etanola.

Saccharomyces cerevisiae za rast i alkoholnu fermentaciju zahteva minerale: Ca,
Mg, Mn, Co, Fe, Cu, K, Na, Zn. Pokazalo se da odredena organska jedinjenja takode
pospesuju proizvodnju etanola. Veéina neophodnih nutrijenata je obi¢no ve¢ prisutna u
industrijskim sirovinama (hranljivim podlogama) za proizvodnju etanola. Rast kvasca
Saccharomyces cerevisiae inhibira i sam etanol. Etanol povecava propustljivost Celijske
membrane 1 izaziva propustanje jona 1 proizvoda metabolizma male molekulske mase.
Kinetika rasta 1 inhibicije alkoholne fermentacije, moze se prikazati slede¢im

jednacinama (Drapcho i sar., 2008):

Usg= MSog[ 1 _(S/Smax)]n (4)
fst= fsof [1-(S/S*maxy]™ %)

gde su psegl Msg specificne brzine rasta u odsustvu ili prisustvu koncentracije S etanola,
respektivno, fser i fs su specificna brzina fermentacije u odsustvu i prisustvu
koncentracije etanola S, respektivno, Syax | S*max SU maksimalne koncentracije etanola
koje dozvoljavaju rast i fermentaciju, respektivno, an i n* su toksi¢na mo¢ etanola

racunati za rast i fermentaciju. Vrednosti za n i n* mogu se odrediti iz eksperimentalnih
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podataka. U praksi, vrednosti za Spax | S*max su izmedu 10% (v/v) i 15% (v/v). Ako su
koncentracije glukoze u podlozi visoke, inhibira se metabolizam kvasca i nema
nastajanja etanola, zbog ega se preporucuje postepeno dodavanje glukoze. Celije
kvasca mogu da opstanu i prezive u podlozi koja sadrzi i do 30% etanola. Inhibicija
etanolom za S. cerevisiae moze se ukloniti dodavanjem kalcijuma. Medutim, dodavanje
kalcijuma u fermentor mora se dobro kontrolisati jer visoki koliénik Ca:Mg moze
izazvati antagonizam osnovnih biohemijskih funkcija magnezijuma i negativno uticati
na rast i produkciju etanola. Sir¢etna i mle¢na kiselina takode mogu inhibirati S.
cerevisiae. U alkoholnoj fermentaciji ove Kkiseline su sporedni proizvodi koji se
nagomilavaju u relativno malim koncentracijama, koje su znatno ispod praga inhibicije.
Medutim, u industrijskoj proizvodnji etanola, nikada se ne postizu potpuno sterilni
uslovi i kontaminacija bakterijama mle¢nokiselinskog i siréetnog vrenja moze povecati
koncentraciju ovih kiselina do Stetnih razmera. Inhibitorni uticaji mle¢ne i siréetne
Kiseline na rast i proizvodnju etanola imaju sinergistic¢ki efekat i zavise od pH.

Da bi se eliminisala mle¢na kiselina, potrebno je u podlogu dodavati
,Lactoside®- antimikrobno sredstvo efikasno u Sirokom intervalu temperature i pH koje
deluje efikasno protiv mikroorganizama iz rodova Lactobacillus, Streptococcus,
Acetobacter, Leuconostoc, Pediococcus. Tokom fermentacije potrebno je odrzavati
temperaturu $to nizom. PoviSenje temperature za svakih 10 stepeni povecava smrtnost
¢elija kvasca od mle¢ne kiseline i etanola 1 do 10 puta.

Kiseonik igra znacajnu ulogu u metabolizmu S. cerevisiae. Rast je manje
inhibiran etanolom u mikroaerobnim uslovima u odnosu na anaerobne uslove. Uslovi
aeracije takode utiCu na sintezu sporednih proizvoda. Kada se respiratorni kvocijent
(respiratory quotient) (RQ) odrzava na vrednistima 17 ili niZe, sinteza glicerola se skoro
eliminiSe. Medutim, viSak kiseonika dovodi do znacajno vise produkcije ¢elijske mase i
niZeg prinosa etanola. Zbog toga se u praksi moraju paZzljivo odrediti optimalni uslovi
aeracije kako bi se postigla optimalna produkcija etanola.

Tokom fermentacije, Celije kvasca trpe viSe tipova stresa. Neki su uslovljeni
okruZenjem ili podlogom za rast, kao §to je nedostatak nutrijenata, visoke temperature i
kontaminacija, dok su drugi posledica metabolizma ¢elije kvasca kao Sto je
akumuliranje etanola i odgovaraju¢a inhibicija Celijskog rasta kvasca i produkcije

etanola, posebno u uslovima jake gravitacije.
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Mnogi od ovih stresova su sinergisticki, 1 uticu na celije kvasca mnogo
izrazenije nego pojedinac¢ni stresovi, $to dovodi do smanjenja Vvijabilnosti i smanjenog
prinosa etanola. Istrazivanja su pokazala da ¢elije u fazi pupljenja imaju sposobnost da
proizvode etanol vise od 30 puta brze nego ¢elije koje su u fazi mirovanja.

U tehnologiji proizvodnje etanola, fermentacija se vodi tako da celije kvasca
zapo¢nu fermentaciju brzo. Istovremeno, kada sadrzaj etanola dostigne 11-12%,
smanjuje se broj ¢elija koje pupe i stres na Celije se povecava.

Nivo trehaloze u membranama igra glavnu ulogu u toleranciji na etanol.
Kompanija Alltech pronasla je da kad je koncentracija trehaloze visoka u kvascu se
istovremeno mogu posti¢i dva cilja: brz pocetak i brz kraj. Ova kompanija je patentirala
Super Twin™ soj pomo¢u dva soja kvasca - 1230 suvog kvasca koji prvi poginje
pupljenje i soja 1226 suvog kvasca koji zapoCinje proizvodnju etanola brze u
fermentaciji. Soj 1226 sa faktorom trehaloze podsti¢e aktivnost pupljenja pri kraju
fermentacije. Super Twin™ sadrZi povoljan odnos glikogena i trehaloze koji je potreban
da pomogne kvascu da prevazide neminovni stres alkoholne fermentacije. Pupljenje
kvasca zapocinje ranije i nastavlja se duze i tako daje vece moguénosti za alkoholnu
fermentaciju. U literaturi su izneti podaci da je izolovan termostabilan soj kvasca
Termo-Sacc™. Ovaj kvasac moze da podnosi visoke koncentracije etanola i visoke
temperature. U celijama ovog kvasca nalazi se visok sadrzaj trehaloze. On na
temperaturi od 38°C moze da proizvede oko 18% etanola. Pored toga moze da toleriSe 1
do 20% etanola u podlogama. Celije ovog kvasca su pre¢nika Sum, odnosno mnogo su
manje od ¢elija kvasaca koje se uobicajeno koriste u tehnologiji proizvodnje etanola (8-
10 um ). Broj ¢elija ovog kvasca tokom fermentacije na 38°C, pri koncentraciji etanola
od 18% je 195x10° po ml. Pod ovim uslovima vijabilnost ¢elija je bila 85%, dok je
vijabilnost kontrolnog kvasca na 38°C, pri koncentraciji etanola od 16% bila samo 35%.
Ispitivanja su pokazala da se proteini termostabilnih mikroorganizama i enzima malo
razlikuju po sekvencama aminokiselina. Ovo omogucava proteinima da se savijaju na
razli¢itim mestima i1 zbog toga ih nije lako denaturisati. Veruje se da proteini sadrze viSe
ugradenih mostova sa solima, tako da to ¢ini proteine kompaktnijim (sa vecom
gustinom). Njihove membrane su bogatije zasiCenim masnim kiselinama. Termo-
Sacc™ sadrzi vise trehaloze nego kvasci koji se obicno koriste za fermentaciju etanola

(Mojovié i sar., 2007).
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4.3.2.2. Bakterije

Osim kvasaca, kao proizvodni mikroorganizam za dobijanje etanola mogu se
koristiti i neke bakterije. Medu bakterijama su najznacajnije Zymomonas mobilis,
Klebsiella oxytoca, Eschericha coli i Thermoanaerobacter ethanolicus.

Zymomonas mobilis je anaerobna, gram-negativna bakterija koja proizvodi
etanol iz glukoze Entner-Doudoroff (ED) pomoéu enzima piruvat dekarboksilaze (PDC)
I alkohol dehidrogenaze (ADH) (Conway, 1992), kao $to je ilustrovano na slici 4.9.
(Drapcho i sar., 2008).
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Slika 4.9. Put biosinteze etanola u Z. mobilis. (LS: levansaharaza;GLK: glukokinaza;
FRK: fruktokinaza; PGI: fosfoglukoza izomeraza; GPDH:glukoza-6-fosfat
dehidrogenaza; PGD: 6-fosfoglukonatdehidrataza; KDPA: 2-keto-3-dezoksi-6-
fosfoglukonat aldolaza; TDI: trioza fosfatizomeraza; TDH: trioza fosfat
dehidrogenaza;PGK: 3-fosfogliceratkinaza; PGM: fosfoglicerat mutaza; ENO: enolaza;
PK: piruvat kinaza; PDC: piruvat dekarboksilaza; ADH: alkohol dehidrogenaza)

Iako jo§ uvek nije u komercijalnoj upotrebi, Zymomonas mobilis se smatra
najefikasnijim mikroorganizmom za proizvodnju bioetanola. Moze da proizvodi etanol
mnogo brze nego S. cerevisiae. U poredenju sa EMP putem koji koristi S. cerevisiae,
koji ukljucuje razgradnju fruktoza-1,6-difosfata fruktozadifosfat -aldolazom da bi se
dobio po jedan molekul gliceraldehid-3-fosfata i dihidroksiaceton fosfata, ED putem
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nastaje gliceraldehid-3-fosfat i piruvat, razgradnjom molekula 2-keto-3-deoksi-glukonat
aldolaze, ¢ime se dobija samo jedan molekul ATP-a po molekulu glukoze. Primenom
Zymomonas mobilis dobija se manje biomase nego primenom Saccharomyces
cerevisiae, a trosi se i viSe ugljenika za alkoholnu fermentaciju. Na slici 4.10. prikazane

su ¢elije bakterija Zymomonas mobilis uveli¢ane mikroskopom.

Slika 4.10. Celije bakterija Zymomonas mobilis

| pored toga, Z. mobilis nije pogodan za industrijsku proizvodnju etanola. Glavni
razlog je to Sto ovaj soj metaboliSe veoma specifi¢an spektar supstrata koji obuhvata
samo tri vrste Secera: D-glukozu, D-fruktozu i saharozu. Rast na saharozi je pracen
nastankom fruktoznih oligomera — levana i sorbitola §to znatno umanjuje prinos etanola
(Sprenger, 1996), zbog ¢ega nije pogodan za proizvodnju etanola iz melase. Gradenje
ova dva sporedna proizvoda dovodi do smanjenja prinosa etanola iz saharoze. Prisustvo
levana 1 drugih polimera fruktoze, takode moZe izazvati probleme u toku procesa
proizvodnje kao $to je kvarenje destilacionih kolona i druge opreme. Potrebno je
saharozu prevesti u glukozu i fruktozu pomoc¢u enzima levansaharaze pre nego §to se
ova dva monomerna Sec¢era mogu iskoristiti u proizvodnji etanola. S obzirom da moze
efikasno da fermentiSe samo glukozu u hidrolizatima skrobnih sirovina, a ne i ostale
proste Secere koji nastaju tokom hidrolize (saharozu, fruktozu i maltozu), nije pogodan
ni za proizvodnju etanola iz skrobnih sirovina. U industriji se ne moze koristiti Cista
glukoza kao sirovina, za razliku od laboratorijskih istrazivanja. Drugi zna¢ajan razlog za
ograni¢enu primenu Zymomonas mobilis je taj Sto, iako je u nacelu oznacen kao
bezbedan (GRAS - generally regarded as safe, engl), njegova biomasa obi¢no nije
prihvatljiva za primenu u hrani za Zzivotinje, ¢ime nastaje problem odlaganja nastale

biomase (Lin i Tanaka, 2006). Istrazivanja su takode pokazala da je kontinualni

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
87




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

postupak fermentacije pomo¢u Zymomonas mobilis oscilatoran odnosno neujednacen
(Daugalis i sar., 1997; McLellan i sar., 1999). Ove oscilacije kontinualnog postupka
fermentacije mogu ublaziti posledice stresa na mikroorganizam kao $to su inhibicija
etanolom i Secerom, i povecati proizvodnju etanola u postrojenju za fermentaciju.
Oscilacije takode mogu dovesti do povecanja koncentracije rezidualnih Secera i shodno
tome smanjiti prinos etanola. Ako se uzmu u obzir ovi nedostaci, dolazi se do zakljucka
da su neka istrazivanja mogucnosti proizvodnje etanola iz Zymomonas mobilis pogresno
usmerena, iako imaju odredenu nau¢nu vrednost.

Najznacajnija razlika izmedu biohemijskih puteva Z. mobilis i S. cerevisiae
sastoji se u odsustvu koraka koji katalizuje enzim PFK (fosfofruktokinaza) u ED putu.
PFK je kljuc¢ni enzim u procesu glikolize. Ovaj enzim je zastupljen kod kvasaca. Zbog
odsustva PFK enzima kod Z. mobilis, dobijanje etanola nije povezano sa stvaranjem
energije. Drugim refima, da bi se proizveo etanol, nije neophodno da se celije
razmnozavaju i nije potrebna velika koncentracija ¢elija da bi se postigao veliki prinos
etanola. To znaci da je prinos etanola jo$ blizi teorijskoj vrednosti. Pokazalo se da se
prinos etanola nezavisno od ¢elijskog rasta i efikasnosti konverzije priblizava 97% od
teorijskog prinosa (Sprenger, 1996). Ostale prednosti Z. mobilis jesu veliko iskori$¢enje
Secera, velike brzine stvaranja etanola, i to sto za optimalnu alkoholnu fermentaciju nije
neophodna aeracija. | S. cerevisiae i Z. mobilis produkuju organske kiseline kao
sporedne proizvode, ali u razli¢itim odnosima. Odnos siréetne 1 mlecne kiseline je
obi¢no 16:1 za Z. mobilis i 8:1 za S. cerevisiae. Zbog toga pH fermentacionog
medijuma koji se Koristi za S. cerevisiae moze opasti do 3, dok u slucaju Z. mobilis tezi
da se stabilizuje na 4,5. PoSto je rast vecine bakterija koje bi mogle da kontaminiraju
podlogu skoro potpuno inhibiran na pH 3, ali ne u tolikoj meri na pH 4,5, fermentacioni
medijum za Z. mobilis mora da se sterilise kako bi se postigao adekvatan prinos etanola.
To je nepozZeljno na industrijskom nivou jer sterilizacija velikih zapremina medijuma
iziskuje velike troskove proizvodnje. Jo§ jedna prednost kvasca S. cerevisiae je
jednostavnost rukovanja ovim organizmom. Starter kulture kvasca se mogu kupiti u
razli¢itim oblicima, a njihova propagacija u vecini slu¢ajeva zahteva samo posude sa

mesSanjem uz minimalnu kontrolu.
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S druge strane, da bi se Z. mobilis koristio u komercijalnoj proizvodnji etanola,
mora se odrzavati stok kultura Zeljenih osobina u postrojenju, potrebno je nekoliko
fermentora za umnozavanje sa strogom regulacijom za umnozavanje inokuluma do
odgovarajuceg nivoa za upotrebu u proizvodnim fermentorima.

lako se Z. mobilis trenutno ne koristi u komercijalnoj proizvodnji etanola,
interesovanje za ovaj mikroorganizam je i dalje veliko. Istrazivaci su uloZili veliki napor
u cilju unapredenja procesa proizvodnje etanola koris¢enjem ovog mikroorganizma. Na
primer, napravljeni su posebni sistemi bioreaktora koji koriste imobilisane ¢elije kako
bi se ispunio zahtev za malim priraStajem celijske mase.

Kreirani su geneticki modifikovani mikroorganizmi koji poseduju vecu
toleranciju na etanol kao i1 sposobnost da metabolisu razli¢ite supstrate do etanola. Tako,
na primer, prirodni oblik Zymomonas mobilis metabolise Secere sa Sest ugljenikovih
atoma (heksoze glukozu, fruktozu, saharozu) u etanol, dok geneticki modifikovan
Zymomonas mobilis moze da metabolise i Secere sa pet C atoma (pentoze) do etanola.
Ovako modifikovan proizvodni mikroorganizam ima sposobnost da fermentise glukozu
1 ksilozu do etanola, §to je veoma znacajno za fermentaciju lignoceluloznih supstrata.
Nedavno je konzorcijum akademskih i industrijskih istrazivaca iz Koreje objavio ¢itavu
sekvencu gena 2.06 Mb Z. mobilis-a ZM4 (Drapcho i sar., 2008). Ova informacija ¢e
omoguciti poboljsanja u proizvodnji etanola kao i eksploataciji ovog mikroorganizma u
razvojiu drugih industrijski vaZznih proizvoda.

Jedan od osnovnih nedostataka procesa sa koris¢enjem geneticki modifikovanih
mikroorganizama je nedovoljna stabilnost mikroorganizama jer tokom vremena moze
do¢i do reverzije (gubitka ubacenih gena) i samim tim gubitka pozeljnih osobina. Pored
toga, geneticki modifikovani mikroorganizmi sporije rastu, a sam proces zahteva vece

mere bezbednosti da ne bi doslo do oslobadanja geneticki izmenjenih mikroorganizama.
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4.3.3. Tipovi proizvodnih postupaka fermentacije za sintezu bioetanola

Postupak alkoholne fermentacije se u proizvodnji etanola moze izvoditi na Cetiri
nacina: diskontinualno, kontinualno, dolivno i semikontinualno. Najées¢e se primenjuju
diskontinualne i kontinualne metode fermentacije. Prilikom razmatranja primene
odredenog sistema uzimaju se u obzir osobine sirovine koja ¢e se koristiti, troSkovi
ulaganja, kao i cene opreme i sirovina. Proces koji ¢e se primenjivati U industriji je onaj
koji zahteva minimum ulaganja za opremu uz maksimalne koli¢ine proizvoda (Mojovié¢

i sar., 2007)

Diskontinualni postupak predstavlja S$arznu fermentaciju ugljenohidratnih
komponenata podloge koja se odvija u trajanju od 36-48 h, sa prinosom od 90-95% od
teorijskog prinosa i finalnom koncentracijom etanola od 10-16% (vol). Fermentisana
podloga se nakon fermentacije pumpom prebacuje u prihvatni sud iz koga se napajaju
destilacione kolone. Fermentor se nakon praznjenja pere, steriliSe i zapocCinje se sa
novom fermentacijom. Vreme koje se izgubi praznjenjem, pranjem i punjenjem
smanjuje korisnu zapreminu fermentora za oko 20%. Ovaj proces ima viSe prednosti:
niske investicije; ne zahteva mnogo kontrole; jednostavna sterilizacija; ne zahteva
naporan rad; mali rizik od finansijskih gubitaka; lako vodenje procesa; velika
fleksibilnost se postize upotrebom fermentora za razne specifi¢nosti produkata; dobro
definisanje trajanja fermentacije tako da se mogu ostvariti visoki nivoi konverzije; nizak
rizik od infekcije 1 mutacije ¢elija ako se koristi relativno kratko vreme fermentacije.
Nedostaci ovih sistema su: neproduktivno vreme za praznjenje, pranje, Sterilizaciju,
hladenje, zagrevanje 1 ponovno postavljanje fermentora (fermentor je iskoriS¢en samo
80%); Ceste sterilizacije mogu da dovedu do oscilovanja u mernim instrumentima; ¢escée
pripremanje inokuluma i kontrola ovog nestacionarnog procesa zahteva vise tokova;
vedi rizik za osoblje od moguceg kontakta sa patogenim mikroorganizmima i toksi¢nim
produktima; inicijalna lag faza smanjuje produktivnost fermentora. Pored ovih
nedostataka, diskontinualni nacin vodenja fermentacije preporucuje se u fabrikama
malog kapaciteta, jedan fermentor je dovoljan da se proizvede ve¢i broj produkata.
Efikasnost diskontinualne fermentacije moze se povecati uvodenjem recirkulacije

kvasca (“Melle Boinot postupak”).
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Dolivni postupak (feed batch) predstavlja kombinaciju diskontinualnog i
kontinualnog. Hranljiva podloga se dozira tako da se koncentracija izvora ugljenika
odrzava konstantnom. Na ovaj nacin se inhibicija supstratom odrzava na minimumu.
Supstrat se dodaje onom brzinom kojom se trosi, a proces traje dok se ne dostignu
limitiraju¢e koncentracije etanola ili se ne potrosi neki esencijalni nutrijent. Prednosti
ovog tipa procesa su: postizanje visokih prinosa u dobro definisanom vremenu
kultivacije (tokom fermentacije se ne dodaju niti odvode ¢elije proizvodnog
mikroorganizma); visok nivo fleksibilnosti; smanjena je mogucénost za mutaciju
proizvodnog mikroorganizma i rizik od infekcije; moguca je optimizacija uslova rasta,
produkcione faze kao i starosti celija.

Nedostaci dolivnog postupka su: neproduktivno vreme punjenja, zagrevanja,
sterilizacije, hladenja, praznjenja i pranja fermentora; visi zahtevi za radnu snagu; visa
cena aparata za kompjuterizovanu kontrolu procesa; vec¢i rizik za radnike koji dolaze u
kontakt sa patogenim mikroorganizmima i toksi¢nim produktima; brze habanje i

troSenje instrumenata zbog ucestane sterilizacije.

Semikontinualni postupak obuhvata takozvane ulazno-izlazne, protoéne
procese 1 varijacije ciklicnih fermentacija. Jedan deo sadrzaja fermentora sa
proizvodnim mikroorganizmom se izvodi 1 dodaje se ista zapremina sveZe podloge.
Ovaj tip fermentacije se moze izvoditi pomocu nekoliko fermentora. Prednosti ovog
postupka su: nije potreban sud za inokulum osim na pocetku rada; ne gubi se vreme na
neproduktivne operacije pranja i ponovne sterilizacije; ne zahteva slozenu kontrolu.
Primenom ovog sistema vreme fermentacije se skracuje zbog visoke koncentracije i
aktivnosti Celija kvasca. Nedostaci su: povecanje investicija zbog vece zapremine
fermentora; visok rizik od kontaminacije i mutacija zbog duzine procesa kultivacije i na
kraju procesa se dobija biomasa i proizvod. | pored navedenih nedostataka

semikontinualni postupak se ¢esto primenjuje u industrijskoj proizvodnji bioetanola.

Kontinualni postupak je tehnoloski najinteresantniji zbog toga S§to se
proizvodni mikroorganizam nalazi u eksponencijalnoj fazi rasta, tako da sve vreme
produktivnost etanola raste. Prednosti ovog postupka su: mehanizacija i automatizacija
su maksimalno omogucene; zahteva malo radne snage; zahteva manje zapremine
fermentora zbog toga §to nema neproduktivnog vremena; konstantan kvalitet proizvoda;

male su moguénosti kontakta sa patogenim mikroorganizmima i toksi¢énim materijama
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zbog toga Sto je poboljSana mehanizacija;, manje se troSe i oStecuju instrumenti
procesom sterilizacije (Mojovi¢ i sar., 2007).

Pored izabranog postupka fermentacije, od izuzetnog znafaja za efikasnost
fermentacije i produktivnost proizvodnje etanola mogu biti odredena konstrukciona
poboljsanja fermentora radi boljeg prenosa mase i toplote u sistemu, kao i bolje kontrole
procesa (Thatipamala i sar., 1996). Da bi se izbegla inhibicija mikroorganizama
visokom koncentracijom etanola, ispituje se hibridizacija procesa fermentacije i
separacionih tehnika (fermentori zdruzeni sa membranskim postupkom izdvajanja;
uvodenje tehnika uklanjanja etanola vakuumom) (Baras i sar.,, 2002). lako je
ekonomicnost ovih poslednje navedenih tehnika diskutabilna i mora se potvrditi na
svakoj pojedina¢noj procesnoj koncepciji, opste je prihvaceno da teznja ka zdruzivanju
faze oSecerenja 1 fermentacije skrobnih sirovina vodi ka poboljSanju ukupne
ekonomicnosti procesa i sa aspekta potrosnje energije, 1 sa aspekta ukupne duzine
trajanja procesa (Nikoli¢ i sar., 2005). Ovako integrisan proces je poznat i kao SSF
proces (simultano oSecerenje i fermentacija — Simultaneous sacharification and
fermentation, engl). Kod pogona za proizvodnju bioetanola vecih razmera potrebna je i
veca koli¢ina kvasca, odnosno proizvodnog mikroorganizma, da bi se izvela energi¢na
fermentacija. U takvom postupku se moze uvesti i aecrobna faza propagacije kvasca koja
prethodi fermentaciji. Racionalizacijom postupka, radi bolje efikasnosti moguce je
istovremeno odvijati fazu oSeéerenja, umnozavanja kvasca i fermentacije — SSYPF
(simultaneous sacharification, propagation and yeast fermentation, engl) (Mojovi¢ i
sar., 2007). Ovaj postupak je prikazan naslici 4.11.

Kis-h:é{]'mc :
T 1] Foeim

Propagacija lovasca

JJIL)

ydhdhdhd

Na destilaciju (pE=4,5)

Podloga

| Izdvajanje ugljen-dicksida

Slika 4.11. Uprosceni dijagram toka alkoholne fermentacije sa suvim mlevenjem, sa
propagacijom kvasca i simultanom saharifikacijom i fermentacijom (Drapcho i sar.,
2008)
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4.4. 1zdvajanje proizvoda

Osnovni procesi kojima se etanol izdvaja iz fermentacione podloge nakon
fermentacije jesu destilacija i1 rektifikacija. Ovim postupcima se obi¢no postize
koncentracija etanola od oko 95-96% vol., koja nije prihvatljiva Cisto¢a za koriséenje
kao goriva. Etanol i voda grade azeotropsku smeSu od 95% etanola i 5% vode
zapreminski. Da bi se dobio anhidrovani etanol koji sadrzi minimalno 99,5% etil-
alkohola namenjen za nameSavanje sa benzinom, moraju se primeniti posebni postupci.

Postoje dva osnovna tipa tehnoloskih postupaka za dobijanje anhidrovanog

bioetanola:
1. Azeotropska destilacija i rektifikacija
2. Nedestilacione metode:
J dehidratacija adsorpcijom;
o dehidratacija koriS¢enjem membranske tehnologije ili pervaporacija.

Azeotropska destilacija se koristi za dobijanje ¢istog, apsolutnog etanola
(99,98 vol. %), sa sadrzajem vode manjim od 200 mg kg@ i sadrzajem ukupnih
nedistoéa manjim od 20 mg kg™. Kako bi se dobio bezvodni etanol (&istoée 99,98%),
rafinisani etanol (95-96 vol. %) koji sadrzi etanol i vodu se meSa sa trecom
komponentom, tzv. "entrainer" agenasom, kao $§to su benzen, cikloheksan, dietil etar i
n-pentan, i tako stvara azeotropsku smeSu. Ovom smeSom se napaja dehidrataciona
kolona, frakcija anhidrovanog etanola se skuplja na dnu i hladi pre skladiStenja.
Tercijarni azeotrop napusta kolonu na vrhu, kondenzuje se 1 zatim razdvaja na organsku

fazu i vodu u dekanteru (slika 4.12).
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Slika 4.12. Sema postupka dobijanja anhidrovanog bioetanola azeotropskom
destilacijom pomocu benzena kao tre¢e komponente

Efikasan sistem za dehidrataciju etanola ima potro$nju od 1-1,5 kg pare po litri
anhidrovanog etanola. Postrojenje za dobijanje anhidrovanog etanola je c¢esto u
savremenim sistemima sastavni deo sistema za destilaciju 1 rektifikaciju. U tom slucaju
nije potrebno ugradivati posebnu kolonu za koncentrovanje etanola jer tu funkciju moze
vrsiti rektifikaciona kolona (Mojovi¢ i sar., 2007).

Procesi destilacije i rektifikacije i daljeg preciS¢avanja etanola su ekonomski
najnepovoljnije faze u proizvodnji etanola. Zbog toga je znacajno da profermentisana
podloga koja odlazi na destilaciju ima §to je mogucée vecu koncentraciju etanola. U
industrijskoj praksi se najces¢e destilacija i rektifikacija izvode u zajednickom
postrojenju kontinualnim tokom. Razvoj destilaciono-rektifikacionih sistema koji je
baziran na savremenoj konstrukciji i povezivanju destilacionih kolona, racionalizaciji
energije rekuperacijom, kondenzacijom i kompresijom nastalih para, uvodenju termo-
pumpi 1 savrSenijeg kontrolnog sistema omogucava i do 40% energetskih uSteda u
odnosu na potros$nju energije koja u konvencionalnim destilaciono-rektifikacionim
postrojenjima iznosi 10-12 MJ I anhidrovanog etanola (Licht, 1999). U proizvodnji
etanola iz zitarica, znacajna usteda energije (za oko 10%) se postiZze recirkulacijom
toplote iz sistema za zagrevanje skrobne sirovine iz faze pripreme supstrata u fazu

destilacije i rektifikacije (Thatipamala i sar., 1996).
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Dehidratacija adsorpcijom se zasniva na koris¢enju dehidratacionih sredstava
za izdvajanje vode iz rafinisanog etanola (95-96 vol %). Danas se za dehidrataciju 95%
etanola nejceSc¢e koriste molekulska sita ¢ije su pore propustljive za vodu ali ne i za
etanol. Molekulska sita su najces¢e adsorbenti od prirodnih ili sintetickih zeolita,
kalijum-aluminosilikati, ili odredeni polimerni materijali. Mogu biti cilindri¢nog ili
sfernog oblika. Molekulska sita imaju pore tacno definisanih dimenzija, S§to im
omogucava da adsorbuju i uklone molekule odredenih dimenzija iz smeSe koja sadrzi i
vece molekule. Tako na primer, dehidratacija etanola se moze uspes$no izvesti pomocu
molekulskih sita sa pre¢nikom pora od 3 A, u &ije pore difunduju molekuli vode ¢&iji je
pre¢nik 2,8 A. Molekuli etanola koji imaju pre¢nik od 4,4 A ne mogu da udu u pore i
zato se ne zadrzavaju na materijalu (Mojovi¢ i sar., 2007). Proces koji se najcesce
naziva vibraciona adsorpcija pod pritiskom (Pressure Swing Adsorption - PSA) se
koristi za dehidrataciju 95% etanola molekulskim sitima. Svaka podjedinica ovog
procesa se sastoji od dve kolone sa punjenjem (molekulskim sitima). Na slici 4.13. je
dat Sematski prikaz koji ilustruje funkcionisanje postrojenja sa adsorpcijom pomocu

molekulskih sita.

KOLONE
ZA
ADSORPCIIU
R
Xu m%
ﬁ é VAKUUM PUMPA
NAPOJNA UPARIVAC HLADNJAK

SMESA

Slika 4.13. Sematski prikaz procesa sa molekulskim sitima
Pored molekulskih sita, mogu se koristiti i drugi ¢vrsti adsorbenti za adsorpciju
vode iz 95% etanola. Celuloza i skrob su se zbog svoje male toplotne adsorpcije
pokazali kao pogodni i efikasni adsorbenti. Separaciju smese etanol-voda prevodenjem
pare preko celuloznih ili skrobnih adsorbenata prvi put su izveli Ladisch i Dyck 1979.
godine. Od tada su brojne studije pokazale da se u ove svrhe mogu Koristiti razni
materijali medu kojima su kukuruzno brasno 1 zrna pSenice €ije su prednosti niska cena,

mogucénost ponovnog koriS¢enja za fermentaciju ili hranu za Zivotinje, netoksi¢nost i
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biorazgradivost. Pokazalo se da se kukuruzno brasno moze koristiti kao veoma efikasno
dehidrataciono sredstvo jer se moze reciklirati i do 20 puta pre nego $to se upotrebi u

hrani za Zivotinje (Westgata i Ladisch, 1993).

Dehidratacija pervaporacijom predstavlja tehnologiju za anhidrovanje etanola
koja je novijeg datuma. Na slici 4.14. je dat Sematski prikaz postrojenja sa spojenim
procesima fermentacije, destilacije i izdvajanja bezvodnog etanola pervaporacijom
pomoc¢u membranskih filtera.

DESTILACIONE

KOLONE
% vol %
ETANOL KONDENZATOR
_ ~ e —
FER\I;?[:;.EIGSA 30 vol %
MESS - A ETANOL
GREJAC ODELJAK 7ZA
PERVAPORACIIU

l ETANOL

REZERVOAR 99,5 vol %
ZAPUFER
DZIBRA VoDa

40-50% ETANOL

Slika 4.14. Sematski prikaz integrisanog postrojenja za fermentaciju, destilaciju i
pervaporaciju (Baker, 2000)

Pervaporacija se zasniva na selektivnom razdvajanju napojne smese tec¢nosti
koje se odvija preko membrane. Uklanjanje odredenih jedinjenja se postize parcijalnom
razlikom u pritisku izmedu napojne smese i permeata na razli¢itim stranama membrane.
Sepearacija je funkcija brzine propustanja komponenata smeSe kroz membranu.
Razli¢ite vrste polimernih membrana dopuStaju adsorpciju razli€itih hemijskih
jedinjenja. Pervaporacija je dvostepeni proces koji se sastoji od isparavanja i prenosa
mase kroz membranu. U fazi isparavanja se postiZe temperatura nastajanja zasi¢ene pare
napojne smese. U drugoj fazi procesa para difunduje kroz membranu 1 izdvaja se u vidu
permeata.

Na membransku separaciju uticu hemijske i fizicke karakteristike membrane.
Membranska separacija je posledica razlika u veli¢ini, obliku, hemijskim svojstvima i
naelektrisanju supstanci koje se razdvajaju. Kroz mikroporozne membrane se separacija
vr§i na osnovu razlika u veli€ini, obliku i naelektrisanju, dok se kod neporoznih

membrana separacija zasniva na difuziji. Membrane od neorganskih materija se
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proizvode od keramike, metala 1 stakla. Zbog svoje ¢vrstine, keramicki mikrofilteri
mogu da podnesu vece protoke od polimernih membrana. Keramicke membrane su
veoma otporne na hemikalije za CiS¢enje te se mogu sterilisati viSe puta. Mogu se
koristiti i do deset godina za razliku o polimernih membrana koje traju izmedu 1-4
godine. Keramicke membrane su lako lomljive i skuplje od polimernih. Membrane za
pervaporaciju se najces¢e prave od kompozitnih materijala (Thoma i sar., 1998). Za
separaciju te¢nih smesa pervaporacijom veliki znacaj imaju zeolitske membrane, koje se
nanose na neorganske nosace Cija priroda i struktura uticu na membrane. NajcesSce se
kao nosac koristi sinterovani Al,O3

Pervaporator se sastoji od viSe modula semipermeabilnih membrana na bazi
polimera poliviniletanola. Etanol (95 vol. %) koji je potrebno anhidrovati se prvo
zagreje do 60°C, a zatim uvodi u membranski modul pervaporatora. Izdvajanje vode u
pervaporatoru se vr$i pomo¢u vakuuma manjeg od 1 kPa. Ukupna energija koja se
potro$i po procesu predstavlja sumu entalpija isparavanja i kondenzacije. U izdvojenoj
vodi zaostaje oko 23% etanola koji se moze reciklirati do faze destilacije i rektifikacije i
na taj nacin izdvojiti. Da bi se proizvelo 1000 | anhidrovanog etanola, potrebno je
utrositi oko 135 kg pare (200 kPa), 10 m® vode za hladenje (20°C) i 15 kWh elektri¢ne

energije.
4.5. Sporedni proizvodi

Osnovni sporedni proizvodi u proizvodnji etanola iz ugljenohidratnih sirovina su
dzibra i ugljen-dioksid.

Ugljen-dikosid ¢istoce 99,00-99,50% moze se dobiti u hermeticki zatvorenim
fermentorima. Kao primese u ugljen-dioksidu mogu biti: etanol (0,4 — 0,8 masenih % na
CO,), estri (0,03 — 0,4% na CO,), kiseline (0,08 — 0,09% na CO,) i tragovi aldehida.
Posle veoma jednostavnog ¢iS¢enja moze se dobiti skoro hemijski Cist ugljen-dioksid.
Kriti¢na temperatura za komprimovanje CO; je 1,0°C. Pri temperaturi 12-15°C potrebno
je obezbediti nadpritisak od 60-65 bar da bi se ugljen-dioksid preveo u tecno stanje.
Kriti¢na temperatura za transformaciju ugljen- dioksida u ¢vrsto stanje je 56,6°C.

Ugljen-dioksid sadrzi vazduh, vodenu paru, etanol, organske kiseline, estre i
aldehide. Pri poviSenom sadrzaju vazduha naruSava se rad postrojenja za obradu ugljen-

dioksida, a vodena para i navedene primese mogu izazvati koroziju ovih uredaja. Sastav
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ugljen-dioksida zavisi od temperature fermentacije i od sadrzaja ugljenih hidrata u
fermentacionoj podlozi.

Pri diskontinualnom postupku fermentacije za vreme punjenja fermentora
ugljen-dioksid se mesa sa vazduhom i zbog toga se moze iskoristiti samo 70% od
ukupne koli¢ine nastale tokom fermentacije. Kod kontinualnog procesa fermentacije,
ugljen-dioksid se ne mesa sa vazduhom i moze se u potpunosti iskoristiti.

Uklanjanje organskih primesa iz ugljen-dioksida izvodi se apsorpcionim i
adsorpcionim metodama ili kombinovanjem ovih metoda. Primese se mogu ukloniti
adsorpcijom na aktivnom uglju, silikagelu i zeolitu tipa NaA. Najveca koli¢ina vlage
moze se ukloniti zeolitom NaA. Za susenje ugljen-dioksida primenjuje se vodeni rastvor
sumporne kiseline, kalcijum-hlorid, adsorpcija sa silikagelom. U savremenim
tehnologijama obrade ugljen-dioksida primenjuje se dvostepeni postupak prec¢iS¢avanja
ugljen-dioksida. U prvom stadijumu, on se podvrgava ¢is¢enju adsorpcijom sa aktivnim
ugljem, zatim sledi adsorpciono ¢iS¢enje i suSenje u adsorberima sa silikagelom, a
nakon toga potpuno susenje u adsorberima sa zeolitom.

Precis¢en, osuSeni komprimovan ugljen-dioksid se Kkoristi u prehrambenoj
industriji u procesima gaziranja bezalkoholnih napitaka, penusavih vina, Sampanjca i
mineralnih voda. Poslednjih godina primena ugljen-dioksida se znacajno prosirila u

obradi metala rezanjem, u zavarivanju i livenju.

4.5.1. Suva kukuruzna dzibra

Od svih sporednih proizvoda industrije etanola suva dzibra sa rastvorenim
materijama (skraceno SDzSRM ili dalje u tekstu suva kukuruzna dzibra) predstavlja
trenutno najatraktivniji sporedni proizvod industrije bioetanola zbog njene hranljive
vrednosti 1 moguénosti upotrebe kao komponente u smeSama koncentrata za ishranu
zivotinja (Semencenko i sar., 2013.a). Industrija alkoholnih pica takode proizvodi suvu
dzibru sa rastvorenim materijama (manje od 1% od ukupne proizvodnje suve kukuruzne
dzibre u SAD), ali je ona Cesto tamnije boje, sastav joj viSe varira i sadrZzi manje
svarljivih hranljivih materija od suve kukuruzne dzibre iz proizvodnje bioetanola (US
Grains Council, 2011). Na slici 4.15. prikazani su uzorci suve dzibre sa rastvorenim

materijama.
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Slika 4.15. Uzorci suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama, posle suSenja
(levo) i posle mlevenja(desno)

Tokom proizvodnje bioetanola, skrob iz zrna se trosi i prevodi u alkohol i
ugljen-dioksid. Kao posledica troSenja skroba, koncentracija preostalih hranljivih
materija se uvecava priblizno tri puta (Spiehs i sar., 2002).Suva dzibra sa rastvorljivim
materijama sadrzi veéi procenat proteina, vlakana i masti nego kukuruzno zrno (Liu i
sar., 2011). Suva kukuruzna dzibra ne moze se koristiti kao kompletno hranivo u ishrani
domacih Zivotinja (U.S. Grains Council, 2012). Kao hranivo sadrzi srednji nivo energije
za monogastri¢ne zivotinje, ali visok sadrzaj za prezivare. Dobar je izvor vitamina B 1
kriti¢nih minerala, posebno fosfora i natrijuma, i aminokiseline metionina, a oskudan u
lizinu (Bekri¢, 1999).

Dok suvo mlevene frakcije endosperma nekih hibrida kukuruza sadrze i do
18,7% proteina, suva kukuruzna dzibra proseku sadrzi 28-30% proteina (Singh i sar.,
2002). Usled rasta cena hrane za zivotinje, mogucnost da se suva kukuruzna dzibra
dodaje hranivima u vecem procentu nego $to je bilo praktikovano do sada ili da se
koristi kao alternativna hrana za zivotinje, postala je znacajna tema za razmatranje
(Beckman i sar., 2011; Au i sar., 2010). Smanjeni unos skroba povecava potro$nju
svarljivih vlakana i pomaze sprecavanje pojave subakutne acidoze buraga kod prezivara
(Ham i sar., 1994; Klopfenstein i sar., 1997; Klopfenstein i sar., 2008). Osim §to
predstavlja dobar izvor proteina za ishranu mladunaca 1 odraslih Zivotinja, neke studije
su pokazale da suva kukuruzna dzibra pruza vecu energiju za rast od kukuruzne
prekrupe (Ham i sar., 1994; Klopfenstein i sar., 1997; Nuez Ortin i sar., 2009).

Fizicke i hemijske karakteristike suve kukuruzne dzibre varijaju u zavisnosti
od sirovine i mogu uticati na kvalitet i senzorne karakteristike hraniva, sto moze lose da
se odrazi na prinos Zivotinja koje se njome hrane, kao i na trziSnu cenu koja se formira
na osnovu nutritivnih karakteristika, pre svega sadrzaja sirovih proteina (Mojovic. i sar.,
2007; US Grains Council, 2011). S obzirom da je suva dzibra nusprodukt procesa

proizvodnje etanola, faktori kao Sto su izbor zrna i hibrida, tip procesa fermentacije

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
99




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

(kontinualni ili Sarzni) kao i temperatura i period suSenja mogu uticati na hranljiva i
fizi¢ka svojstva suve dzibre, kao i na relativno nizak sadrzaj lizina i cistina u odnosu na
ostale aminokiseline, §to je posledica Majlardove reakcije. Proces suSenja ima veliki
uticaj na boju i ukus suve kukuruzne dzibre (svetlija boja je uvek znak boljeg kvaliteta)
(U.S. Grains Council, 2011).

U proseku, oko polovine sadrzaja aminokiselina u suvoj dzibri potice iz kvasca,
jedino je u slucaju lizina, u kome je kukuruz siromasan, taj udeo mnogo veéi (Belyea i

sar., 2004) (tabela 4.1).

Tabela 4.1. Sadrzaj esencijalnih aminokiselina (%, ra¢unato na suvu materiju) u
proteinima kukuruza, kvasca i suve kukuruzne dZibre

Suva
Aminokiselina | Kvasac | Kukuruz | kukuruzna

dzibra
Arginin 2,35 0,54 1,05
Histidin 1,17 0,25 0,70
Izoleucin 2,37 0,39 1,52
Leucin 3,45 1,12 2,43
Lizin 3,32 0,24 0,77
Metionin 0,79 0,21 0,54
Fenilalanin 1,96 0,49 1,64
Treonin 2,27 0,39 1,01
Triptofan 0,55 0,09 0,19
Tirozin 1,60 0,43 0,76
Valin 2,52 0,51 1,63

Istrazivanja su pokazala da ne postoji znafajna korelaciona zavisnost izmedu
sadrzaja pojedinih hranljivih materija u suvoj dzibri. Tako je, na primer, sadrZaj
proteina veoma promenljiv, zavisi prvenstveno od odnosa izmedu koliine i sastava
vlazne dzibre koji se menja od Sarze do SarZe i uglavnom nije dovoljno standardizovan i
kontrolisan. Skoro svi proteini kukuruza zaostaju u suvoj dzibri, jer kvasac koji se
koristi za fermentaciju ne sadrzi proteoliticke enzime koji mogu da ih razgrade (Belyea i
sar., 2004).

Boja suve dzibre sa rastvorenim materijama varira od bledozute do
tamnosmede. Razlike u boji mogu biti posledica: prirodne boje sirovog zrna koje se
koristi, koli¢ine rastvorljivih materija koje se dodaju vlaznoj dzibri pre susenja, vremena
i temperature susenja (U.S. Grains Council, 2011). Nekoliko studija je pokazalo da se

pigmentacija Zumanca i koZe Zivine popravlja dodatkom kukuruzne dzibre u ishrani.
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Trenutno nema dovoljno podataka o koncentraciji ksantofila u dzibri, ali pocetna
istrazivanja ukazuju na to da ona moze varirati od veoma niske (veoma tamna dzibra)
do oko 40-50 ppm (svetla — zlatnozuta dzibra). lako je koncentracija ksantofila znatno
manja nego kod kukuruznog griza (180 do 200 ppm), ona znacajno uti¢e na ishranu
zivine, tako da nije potrebno dodavati vestacke pigmente kako bi se postigla pozeljna
pigmentacija. To moze znaCajno uticati na smanjenje troskova gajenja zivine (US
Grains Council, 2012).

Miris kvalitetne suve dzibre sa rastvorenim materijama je slatkast i blago se
ose¢a na alkohol, dok se pregrejan proizvod oseta na zagorelo i dim. Veli¢ina i
uniformnost ¢estica hraniva su od velikog znacaja u proizvodnji hrane za zivotinje jer
utiCu na: svarljivost nutrijenata, efikasnost meSanja, na¢in doziranja, kvalitet peleta,
lako¢u rukovanja tokom transporta, pojavu ¢ira na zelucu kod svinja (verovatnoca
pojave ovog oboljenja se povecava sa smanjenjem veli€ine Cestica). Optimalna veli¢ina
Cestica hrane za svinje i zivinu kreé¢e se od 600 do 800 mikrona (um) (U.S. Grains
Council, 2011).

Stabilnost ovog proizvoda najvise zavisi od procenta vlage koji se u proseku
kre¢e od 10-12%. Rok trajanja je nekoliko meseci, osim ako procenat vlage premasi 12-
13%.

Suva kukuruzna dZibra ima razli¢ite mogucnosti primene pocev od hrane za
zivotinje 1 pekarskih proizvoda do proizvodnje ¢cumura (Mussatto i sar., 2006). Trenutno
ima znacajnu primenu jedino u ishrani domacih zivotinja (Liu i sar., 2011).

U svom istrazivanju Westcott (2007) je koristio faktore konverzije kukuruza do
suve dzibre sa rastvorenim materijama namenjene ishrani razli¢itih vrsta Zivotinja kako
bi se predvidela potrebna obradiva povrSina za gajenje kukuruza u uslovima naglog
razvoja biogoriva. Povecanjem proizvodnje biogoriva na trzistu se javljaju i znacajno
vece koli¢ine suve kukuruzne dzibre kao sporednog proizvoda S§to je dovelo do
razmatranja mogucénosti primene ovog proizvoda U ishrani Zivotinja. Suva dzibra se ne
moze jednostavno primenjivati kao kompletna smeSa za ishranu Zivotinja, ve¢ se mora
voditi racuna o slozenosti formulacije hraniva koja su odredena potrebama pojedinih
vrsta Zivotinja za adekvatnom koli¢inom energije, proteina i drugih hranljivih materija,
kao i cenom komponenata smese (St. Pierre i sar., 1987).

Tokom proteklih decenija, suva kukuruzna dzibra je uglavnom predstavljla
jeftiniju alternativu (na primer u odnosu na sojino brasno ili ureu) kao izvor proteina za

ishranu zivotinja (Klopfenstein, 1996). Medutim, u poslednje vreme, suva kukuruzna
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dzibra se sve viSe koristi i zbog svoje energetske vrednosti. Sa porastom cena kukuruza
1 sve ve¢im prisustvom suve dzibre na trziStu, postalo je isplatljivije koriS¢enje ovog
energetski vrednog hraniva jer je ono znatno jeftinije od kukuruza.

Opsti zakljucak je da se suva kukuruzna dzibra sve viSe koristi kao proteinsko i
energetski vredno hranivo za pripremu potpunih i koncentrovanih smesa za ishranu
Zivotinja. Sadrzaj metabolicke energije u suvoj kukuruznoj dzibri je 14,81 MJ kg™ dok
je prose¢an sadrzaj metabolicke energije u zrnu kukuruza za Zivinu 14,3 MJ kg™ a za
svinje 13,9 MJ kg'1 — tabli¢ne vrednosti (Niemiec i sar., 2013; Pordevi¢ i Dini¢, 2006)
Upotreba suve kukuruzne dzibre pozitivnho uti¢e na razvoj proizvodnje biogoriva S
obzirom da predstavlja drugi po visini prihoda od ove industrije (iznosi oko 10-20% od
ukupnog prihoda), posle samog bioetanola (Beckman, 2011). Ako bi se proizvela
dovoljno velika koli¢ina bioetanola, postojala bi mogucnost da niske veleprodajne cene
suve kukuruzne dzibre u odnosu na kukuruz ograni¢e razvoj proizvodnje biogoriva.
Medutim, za suvu kukuruznu dzibru sa rastvorenim materijama danas ve¢ postoji
razvijeno trziSte a cena je povezana sa cenom kukuruza, Sto ¢e se nastaviti i u

buduénosti.

4.6. Proizvodnja bioetanola iz Se¢ernih sirovina

Brazil je vode¢a zemlja u proizvodnji etanola iz Secernih sirovina. Za
proizvodnju se koriste difuzioni sok 1 melasa iz Secerne trske (tabele) (Drapcho 1 sar.,
2008). Najcesce se postrojenja za proizvodnju etanola grade u blizini postrojenja za
preradu Secerne repe 1ili trske, ili kao njithov deo. Na blok dijagramu je dat prikaz

postrojenja i operacija tokom procesa prerade Secerne trske (slika 4.16).
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Secerna trska

|
Sok Secerne BlngI
trzke
Para
Melasza
Kristal Zecer
L+ Ftanel EL struja

Slika 4.16. Blok dijagram integrisanog postrojenja za preradu $ecernih sirovina i
proizvodnju etanola (Drapcho i sar., 2008)

Sok se ekstrahuje iz Secerne trske cedenjem (na valjcima) ili difuzijom (u
difuzeru). Deo soka se koristi za proizvodnju Secera a ostatak za dobijanje etanola.
Melasa, koja predstavlja nusproizvod male vrednosti, takode se koristi u proizvodnji
etanola (tabela 4.3). Cvrsti ostatak iz ekstrakcije, koji se oznadava kao bagasse,
sagoreva se da bi se dobila energija za upotrebu u postrojenju.

U Brazilu se etanol najceS¢e dobija fermentacijom iz soka Secerne trske ili smese
melase 1 soka Secerne trske. Pre ulaska u fermentor, rastvor Seera se mora precistiti i
pasterozovati. Pre€iS€avanje najceSce ukljuCuje tretiranje kreCom, zagrevanje i potom
dekantovanje, slicno kao kod proizvodnje Secera. Pasterizacija ukljucuje zagrevanje 1
brzo hladenje. Hladenje se sastoji od dve faze. U prvoj fazi se vruéi rastvor Secera
provedi kroz razmenjivac toplote u protivstrujnom toku u hladni rastvor. Na kraju ove
faze vruci rastvor se ohladi na oko 60°C. U drugoj fazi se rastvor Secera dalje ohladi do
30°C, pri ¢emu se voda koristi kao rashladni fluid. Koncentrcija Secera se obi¢no
podeSava na priblizno 19° Brix. Stepen Brix (°Bx) je gruba mera za sadrzaj Secera u
melasi. To je po definiciji mera koja pokazuje koliki bi sadrzaj Secera bio u te¢nosti
kada bi sve rastvorene materije bile Seceri. Ova mera je bila u upotrebi pre nego Sto su
uvedeni savremeni instrumenti kao Sto je HPLC, i joS uvek se negde koristi. Kao §to je
prikazano u tabeli 4.3, melasa iz Se¢erne trske u proseku ima vrednost Brix-a oko 80° i
sadrzi oko 46 masenih % Secera.

U tabelama 4.2. i 4.3. prikazane su karakteristike soka i melase Secerne repe i

SecCerne trske.
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Tabela 4.2. Sastav soka Se¢erne trske i Secerne repe

Komponenta Koncentracija, g/100g
Sok Seéerne Sok Secerne
trske repe
Suva materija 13,7 17,3
Saharoza 12 16,5
Rafinoza 0,07
Monosaharidi 0,63 0,15
Polisaharidi 0,028 0,019
Laktati 0,016
Acetati 0,035
Sulfati 0,039 0,02
Fosfati 0,033 0,047
Nitrati 0,015
Nitriti 0,005
Akonitat 0,09
K 0,11 0,125
Na 0,005 0,015
Cl 0,003
Ca 0,04
Mg 0,028
Ukupni N 0,105
Betain 0,046
Aminokiselinski 0,026
N
Amonijaéni N 0,006
Amidni N 0,011

Tabela 4.3. Karakteristike melase Secerne trske i SeCerne repe

Melasa Melasa

Seferne trske | Se€erne repe
Brix 79,5 79,5
Ukupna suva materija, % 75,0 77,0
Relativna gustina 1,41 1,41
Ukupni Seceri, % 46,0 48,0
Ukupni proteini, % 3,0 6,0
Betatotni ekstrakt, % 63,0 62,0
Pepeo, % 8,1 8,7
Ca, % 0,8 0,2
P, % 0,08 0,03
K, % 2,4 4,7
Na, % 0,2 1,0
Cl, % 14 0,9
S, % 0,5 0,5
Elementi u tragovima
Cu, mg-kg™ 36 13
Fe, mg-kg 249 117
Mn, mg kg™ 35 10
Zn, mg-kg’ 13 40
Vitamini
Biotin, mg-kg* 0,36 0,46
Holin, mg-kg™ 745 716
Pantotenska kiselina, mg-kg™* 21,0 7,0
Riboflavin, mg-kg™ 1,8 14
Tiamin, mm'l 0,9 -

Fermentacija moze biti Sarzna ili kontinualna. U Brazilu, priblizno 70%

postrojenja za proizvodnju etanola primenjuju $arzni postupak. Melle-Boinot proces,
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koji je razvijen tokom tridesetih godina 20. veka, naj¢esce se primenjuje u Brazilu.
Osnovna karakteristika ovog procesa je potpuno recirkulisanje kvasca, obicno
primenom centrifuge. Kontinualni proces sa recirkulisanjem c¢elija razvijen je
osamdesetih godina dvadesetog veka s ciljem da zameni Sarzni postupak u velikom
broju postrojenja za etanol.

U tabeli 4.4. su prikazani najvazniji parametri Sarzne fermentacije.

Tabela 4.4. Najvazniji parametri procesa Sarzne fermentacije za proizvodnju etanola iz
soka Secerne trske 1 melase

Procesni parametar | Vrednost

Gustina ¢elija 8-17% (wi/v)

Temperatura 33-35°C; 32°C

Koncentracija etanola | 8-11%(v/v); 7-10%(v/v)

Vreme fermentacije | 6-10h; 4-12h

Prinos etanola 90-92% od teorijskog

Obi¢no se pre vracanja u fermentor recirkulisane celije razblaZzuju vodom, i
dodaje se sumporna kiselina do pH 2,5 ili nize (pH 2) ako postoji bakterijska
kontaminacija. Veoma velika gustina ¢elija omogucava smanjeni rast, visok prinos
etanola i veoma kratko vreme fermentacije. Kvasac se moze recirkulisati do 3 puta
dnevno i do 200 dana. Cesto je potreban izvor azota tokom procesa fermentacije.
NajceSce korisceni izvor azota je urea. U fermentaciji sa melasom Secerne trske trebalo
bi izbegavati amonijum sulfat, koji se Cesto koristi kao izvor azota u industrijskim
fermentacijama, jer moZe stvarati kamenac u vidu kalcijum sulfata. JoS jedan Cesto
koriS¢eni izvor azota u industrijskoj fermentaciji - te€ni amonijak — takode treba
izbegavati zato Sto podize pH, §to podstic¢e razvoj bakterija.

U Brazilu se oko 55% pozZnjevene Secerne trske koristi za proizvodnju etanola, a
ostatak za proizvodnju Secera. Po jednom hektaru zemljista se proizvede izmedu 81-82
t Secerne trske i oko 7000 1 etanola. Ukupni tro$kovi proizvodnje etanola u Brazilu
tokom 2005. godine iznosili su 1,10 $gal™ (0,291$1™), uz varijabilne troskove od 0,89
$gal™ (0,235 $1™) i fiksne troskove od 0,21 $gal™ (0,055 $I™) (Drapcho i sar., 2008).

Upotreba Secerne repe u proizvodnji etanola nije toliko rasprostranjena kao
upotreba Secerne trske. Zbog toga i nema detaljnijih podataka vezanih za ovu
proizvodnju. Interesovanje za Secernu repu u proizvodnji etanola nedavno je pocelo da
raste, posebno u Evropskoj uniji i Japanu. Zbog sli¢nosti u hemijskom sastavu Secernih

rastvora izolovanih iz Secerne trske i1 Se€erne repe, oCekuje se da ¢e se sok SeCerne repe
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uskoro koristiti za alkoholnu fermentaciju pomoc¢u industrijskih kvasaca sa velikom
efikasnoS¢u. Pokazalo se da se pomocu flokuliSuéeg soja kvasca S. cerevisiae IR2,
imobilisanog na lufa sunderu iz sirovog soka Sec¢erne repe koji sadrzi 16,5 masenih %
saharoze, moze proizvesti 9,5% (v/v) etanola nakon 15 sati fermentacije, bez
podesavanja pH i dodavanja nutrijenata. Procenjeno je da bi se u EU, etanol mogao

proizvoditi iz Se¢erne repe u prinosu od priblizno 5000 1 ha™ povrsine.

4.7. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

U zavisnosti od vrste sirovine, za dobijanje bioetanola iz lignoceluloznog

materijala primenjuju se razli€iti postupci konverzije, $to je prikazano u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Postupci za dobijanje bioetanola iz razli¢itih lignoceluloznih sirovina

Sirovina Postupak

Drvo Kiselinska hidroliza + fermentacija
Drvo Enzimska hidroliza + fermentacija
Slama Kiselinska hidroliza + fermentacija
Slama Enzimska hidroliza + fermentacija
PSenica Sladovanje + fermentacija
Seéerna trska Fermentacija

Seéerna repa Fermentacija

Kukuruz (zrno) Fermentacija

Kukuruz (stabljika) | Kiselinska hidroliza + fermentacija
Sirak Fermentacija

Prethodna priprema lignocelulozne biomase

Proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina sastoji se od Cetiri
faze: 1) predtretman, 2) hidroliza, 3) fermentacija i 4) razdvajanje i preciS¢avanje
bioetanola. Sematski prikaz procesa proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne biomase

dat je na slici 4.17. (Balat i Balat, 2009).
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Slika 4.17. Sematski prikaz proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne biomase

Prilikom proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne biomase zbog njene slozene
strukture prethodna priprema sirovine je od izuzetnog znacaja (Semencenko i sar.,
2011). Mikroorganizmi ne mogu da fermentiSu lignin, koji je sastavna komponenta
lignocelulozne sirovine pored celuloze i hemiceluloze. Strukturu lignoceluloznog
kompleksa ¢ini matrica od celuloze i lignina koja je povezana hemiceluloznim lancima
(slika 4.18).
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Slika 4.18. Uticaj predtretmana na strukturu lignocelulozne biomase

Tokom predtretmana neophodno je razloziti matricu kako bi se smanjio stepen
kristalini¢nosti celuloze i povecéala frakcija amorfne celuloze koja je najpogodnija za
enzimsku reakciju (Sanchez i1 Cardona, 2008). Predtretmanom se celuloza i
hemiceluloza izdvajaju od lignina, a zatim se njihovom hidrolizom prevode u
fermentabilne Secere (heksoze i1 pentoze). Hidrolizu treba voditi pod uslovima pri
kojima ne dolazi do izdvajanja jedinjenja koja bi mogla da inhibiraju fermentaciju. Na
hidrolizu celuloze utiCe poroznost povrSine (dostupna povrSina) lignoceluloznog
materijala i osnovni cilj predtretmana je razdvajanje lignina i celuloze, smanjenje
kristalini¢nosti celuloze i pove¢anje poroznosti materijala.

Lignin, koji se razdvoji od celuloze i hemiceluloze, moze se direktno spaljivati i
koristiti kao gorivo, na primer za zagrevanje domacinstava, ili se moze efikasno prevesti
u sinteticki gas (CO,, CO i H) procesom termicke gasifikacije i tako koristiti kao
dodatni izvor energije.

Predtretmanom likgnocelulozna biomasa se omekSava i u velikoj meri se
razaraju cCelijske strukture ¢ime se povecava prinos u procesu hidrolize. UspeSan
predtretman mora da ispuni slede¢e zahteve: 1) da pospesi formiranje Secera ili omoguci
njihovo nastajanje tokom hidrolize, 2) izbegne razlaganje ili gubitak ugljenih hidrata, 3)
da onemoguci nastajanje nusprodukata koji bi mogli da inhibiraju procese hidrolize i
fermentacije i 4) da bude ekonomski isplativ. Hidrolizom bez predtretmana dobijaju se
prinosi najces¢e manji od 20%, dok sa predtretmanom prinos moze biti i preko 90%
(Lynd, 1996). Predtretman lignocelulozne biomase moze se vrsiti razliitim metodama,

od kojih su najznacajnije: fizicke, fizicko-hemijske, hemijske 1 bioloske.
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Fizicke metode

Otpadni materijali se mogu usitniti kombinacijom lomljenja, drobljenja i
mlevenja kako bi se smanjila kristalini¢nost celuloze. Time se enzimu celulazi
pospesuje pristup §to vecoj povrsini lignoceluloznog kompleksa, ¢ime se povecava
stepen konverzije celuloze. U fizicke metode predtretmana ubrajaju se: mehani¢ko
sitnjenje, piroliza i radijacija. lako se mehanickim metodama predtretmana povecava
efikasnost enzimske hidrolize celuloze, osnovni nedostatak ovih postupaka je veliki
utrosak energije i velika kapitalna ulaganja (Ghosh i Ghose, 2003). Piroliza je takode
ispitivana kao jedna od metoda za predtretman lignoceluloznih sirovina jer se celuloza
ubrzano razgraduje pod uticajem visoke temperature (Sanchez i Cardona, 2008).

Fizi¢ko-hemijske metode

Fizicko-hemijske metode za prethodnu pripremu sirovina su znatno efektivnije
od fizickih. U fizicko-hemijske metode spadaju: eksplozija pod uticajem vodene pare,
predtretman toplom vodom, eksplozija u prisustvu amonijaka i eksplozija u prisustvu
CO,. Od ovih metoda je najznacajnija eksplozija pod uticajem vodene pare. U toku
ovog postupka, primenom zasi¢ene pare pod visokim pritiskom dolazi do reakcije
autohidrolize u kojoj se deo celuloze i lignina prevodi u rastvorljive oligomere. Faktori
koji utiCu na predtretman parnom eksplozijom su: vreme zadrzavanja, temperatura,
veli¢ina Cestica biomase i sadrzaj vlage. U nekim slucajevima (na primer biljni otpad),
nije pozeljna upotreba veoma sitnih Cestica zbog ekonomicnosti (Ballesteros 1 sar.,
2002). Ovaj metod se smatra jednim od najisplativijih za tvrdo drvo (topola, hrast, breza
i javor) i poljoprivredne ostatke, ali je manje efikasan za meko drvo (bor i kedar).
Shahbazi i sar., (2005) predlozili su razdvajanje ovog postupka za meko drvo na parnu
eksploziju i alkalnu delignifikaciju u cilju dobijanja etanola i nusproizvoda. Soderstrom
i sar., (2003) predlozili su dvostepeni parni predtretman impregniranja mekog drveta
razblaZzenom kiselinom koja ukljucuje delimi¢nu hidrolizu celuloze u drugom stepenu.
Prema ovim autorima, predtretmanom se omogucéva znaajno povecanje prinosa
proizvedenog bioetanola.

Jedan od metoda koji najviSe obecava je predtretman te¢nom vrelom vodom
(eng. liquid hot water — LHW) ili termohidroliza. Laser i sar., (2002) naglasavaju da
pod optimalnim wuslovima, ova metoda daje sli¢tne rezultate kao predtretman
razblazenom kiselinom, ali bez dodatka kiseline i nastajanja proizvoda neutralizacije.
Takode, ovom metodom se povecava prinos izdvojenih pentoza bez nastajanja

inhibitora (Ogier i sar., 1999). Negro i sar., (2003) uporedili su parnu eksploziju sa
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LHW predtretmanom za biomasu topole, pri ¢emu je ovaj drugi pokazao bolje rezultate
na temperaturi od 210°C u trajanju od 4 minuta.

Od fizicko-hemijskih metoda, vazno je pomenuti eksploziju vlakana
amonijakom (eng. ammonia fiberexplosion — AFEX), koja je u osnovi sli¢na parnoj
eksploziji. Slicno parnoj eksploziji i AFEX-u, eksplozivha dekompozicija u prisustvi
CO; ima isti princip, ali su prinosi relativno niski (Sun i Cheng, 2002).

Hemijske metode

U hemijskim predtretmanima koriste se razni hemijski agensi kao §to su ozon,
kiseline, alkalije, peroksidi i organski rastvara¢i. Naj¢e$¢e se primenjuju neorganske
kiseline kao $to su sumporna i hlorovodoni¢na. Postupak hidrolize razblazenom
sumpornom kiselinom je uspesno razvijen s obzirom da se mogu posti¢i veliki prinosi
reakcije ¢ime se znatno pospesuje sledeci proces hidrolize celuloze. Medutim, troskovi
predtretmana razblazenom kiselinom su vis$i nego kod parne eksplozije ili AFEX-a,
zbog toga Sto je pri konstrukeiji reaktora za ovu vrstu predtretmana neophodno koristiti
materijale otporne na koroziju i poviSeni pritisak (Sun i Cheng, 2002).

BioloSke metode

Bioloski predtretmani zahtevaju mali utroSak energije 1 blage reakcione uslove.
Medutim, veéina ovih procesa je suviSe spora, traje od nekoliko dana do nekoliko
nedelja, zbog Cega je primena na industrijskom nivou ogranic¢ena. U ovim postupcima
se mogu koristiti razli€iti mikroorganizmi koji razgraduju lignoceluloznu biomasu:
gljive, plesni i bakterije. Mnoge bele plesni razgraduju lignin i zbog toga se koriste za
proizvodnju ligninaza i razgradnju lignoceluloznog kompleksa. U patentu koji se odnosi
na razgradnju lignina u procesu proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne biomase,
Zhang je koristio gljivu Phanerochaetechrysosporum (Zhang, 2006). Sema ovog
procesa predstavlja odvojenu fermentaciju pentoza i heksoza. Jedan od glavnih
problema koji se javljaju u toku procesa predtretmana i hidrolize lignocelulozne
biomase jeste promenljivost u sadrzaju lignina i hemiceluloze. Na njihov sadrzaj uticu:
vrsta biljke iz koje je uzeta lignocelulozna biomasa, starost useva, primenjene
agrotehnicke mere itd. Novi trendovi za poboljSanje predtretmana lignoceluloznih
sirovina takode ukljucuju i stvaranje geneticki modifikovanih biljaka sa vecéim
sadrzajem ugljenih hidrata ili takvih da omoguce predtretman u blazim uslovima ili

upotrebom hemicelulaza (Sanchez i Cardona, 2008).
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Uklanjanje toksi¢nih materija iz lignoceluloznih hidrolizata

Tokom predtretmana i hidrolize lignocelulozne biomase, osim fermentabilnih
Secera, nastaju i neka jedinjenja koja mogu da inhibiraju fermentaciju. Inhibitorne
supstance nastaju kao rezultat hidrolize jedinjenja ekstrakata, organskih kiselina koje se
esterifikuju sa hemicelulozom (siretna, mravlja, glukuronska, galakturonska) i
rastvorenih fenolnih jedinjenja. Inhibitori takode nastaju i razgradnjom rastvorljivih
SeCera (furfural 1 hidroksimetilfurfural - HMF) 1 lignina (cimetaldehid, p-
hidroksibenzaldehid, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzaldehid) i kao proizvod korozije
(metalni joni) (Lynd, 1996). 1z ovih razloga je, u zavisnosti od vrste predtretmana i
hidrolize, potrebno izvrSiti uklanjanje toksina iz toka lignoceluloznog hidrolizata koji
ulazi u fermentor. Metode detoksikacije mogu biti fizicke, hemijske ili bioloske. Ove
metode se ne mogu direktno porediti zbog razli¢itog stepena neutralizacije inhibitora.
Pored toga, mikroorganizmi koji se koriste u procesu fermentacije imaju razlicit stepen

tolerancije na inhibitore.

Hidroliza celuloze

Da bi se izvrSila fermentacija lignoceluznih sirovina, neophodno je da se
celuloza razlozi do glukoze (saharifikacija) koriS¢enjem kiselina ili enzima. Hidroliza
lignocelulozne biomase posle koje sledi fermentacija, mnogo je komplikovanija od
obi¢ne hidrolize Secera. Za izvodenje faze hidrolize lignoceluloznih sirovina mogu se
koristiti kiselinski i enzimski postupci ili njihova kombinacija (Mojovi¢ i sar., 2009).

Hidroliza kiselinama

Hidroliza u prisustvu kiselina je jedna od najstarijih i najéeS¢e primenjivanih
tehnologija za prevodenje lignoceluloznog kompleksa u fermentabilne Secere. Postoje
dva tipa procesa kiselinske hidrolize: hidroliza sa razblazenom i koncentrovanom
kiselinom. Ako se Koristi razblazena kiselina (H,SO,4 i HCI) na temperaturi izmedu
200-400°C, potrebna je koncentracija kiseline od 1,5% da bi doSlo do hidrolize
kristalne celuloze, medutim, pod ovim uslovima dolazi do razlaganja glukoze u HMF 1
ostale nezeljene proizvode. Na sli¢an nacin, ksiloza se razlaze na furfural i druge
komponente. Tokom dvostepenog rezima, prvi stepen se odvija pod blagim uslovima
(190°C, 0,7% kiseline, 3 min) da bi se izdvojile pentoze, dok se u drugom stepenu ¢vrsti
supstrat podvrgava ostrijim uslovima (215°C, 0,4% kiseline, 3 min) da bi se izdvojile
heksoze. Na ovaj nacin, dobija se prinos od 50% glukoze (Hamelinck i sar., 2005). U

drugoj varijanti kiselinske hidrolize koristi se ekstremno niska koncentracija kiseline i
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visoka temperatura tokom Sarznog procesa (pristup autohidrolize), a ovakva hidroliza je
primenjena na piljevini (Ojumu i Ogunkunle, 2005). Postupkom sa koncentrovanom
kiselinom, koncentracije 30—70% H,SO,, postize se veci prinos glukoze (90%) i ovaj
proces je relativno brz (10-12 h), ali je koli¢ina koris¢ene kiseline otezavajuci
ekonomski faktor (Hamelinck i sar., 2005).

Hidroliza enzimima

Buduénost proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina danas u najvecoj
meri zavisi od razvoja enzimskih postupaka, koji su jo$ uvek prili¢no skupi da bi cena
tako proizvedenog bioetanola bila konkurentna ceni fosilnog goriva ili ceni bioetanola
proizvedenog iz skrobne biomase. Medutim, o¢ekuje se znacajan napredak u domenu
poboljsanja celuloliti¢ke aktivnosti (aktivnosti enzima celulaza), termic¢ke stabilnosti
enzima i efektivnosti konverzije celuloze do 2015. godine, Sto ¢e ovaj proces, prema
opsStim predvidanjima, uciniti najkonkurentnijim za proizvodnju bioetanola. Metode
koje ¢e se koristiti za ove svrhe ukljuCuju klasi¢ne metode i metode genetickih
modifikacija enzima. Cilj enzimske hidrolize je da se depolimerizuju polisaharidi —
¢vrsta frakcija koja ostaje posle predtretmana koja je nerastvorna u vodi. Posle vecine
predtretmana, glavni deo ovih polisaharida ¢ini celuloza. Za sintezu celulolitickih
enzima najcesce se koriste plesni Trichoderma reesei i rede Aspergillus niger. Plesni
sintetiSu kompleks celulolitickih enzima potrebnih za efikasnu hidrolizu, od kojih su
najvaznije tri grupe enzima koji deluju sinergisticki: endo-p-1,4-glukanaze (EG, EC
3.2.1.4) napadaju endogeni deo lanca celuloze, celobiohidrolaze (CBH, EC 3.2.1.91)
napadaju krajeve polimera, oslobadajuci celobiozu koja se potom cepa na dva molekula
glukoze pomocéu enzima B-glukozidaze (BG, EC 3.2.1.21) (Lynd i sar., 2002).
Takozvani ,,pomo¢ni“ enzimi kao $to su hemicelulaze (Berlin i sar., 2005) i ligninaze
(Palonen i Viikari, 2004) takode mogu imati ulogu u hidrolizi tako §to olakSavaju
glavnim enzimima pristup celulozi. Aktivnost celobiohidrolaza rezultira u postepenom
smanjenju nivoa polimerizacije dok endoglukanaze izazivaju cepanje celuloze u manje
lance brzo smanjujuci stepen polimerizacije. Endoglukanaze posebno dobro deluju na
amorfnu celulozu, dok celobiohidrolaze deluju i na kristalnu celulozu (Lynd i sar.,
2002). lako T. reesei produkuje nekoliko B-glukozidaza, koje razlazu hidrolizom nastale
molekule celobioze na dva molekula glukoze, njihova aktivnost nije velika. NaZzalost,
celobiohidrolaze se inhibiraju celobiozom. Iz tog razloga je neophodno dodati 1 B-
glukozidaze poreklom iz drugih mikroorganizama kako bi se pospeSila efikasnost

celulaza iz ove plesni.
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Da bi doslo do hidrolize nerastvorne celuloze, potrebno je da se celulaze
adsorbuju na povrSinu Cestica supstrata. Trodimenzionalna struktura ovih Cestica u
kombinaciji sa njihovom veli¢inom i oblikom odreduje da 1i ¢e B-glikozidne veze biti
pristupacne enzimu (Zhang i Lynd, 2004). Zbog toga je enzimska hidroliza celuloze
sporija u poredenju sa enzimskom razgradnjom drugih biopolimera. Na primer,
hidroliza skroba enzimom amilazom je 100 puta brza od brzine hidrolize celuloze
celulazom pod industrijskim proizvodnim uslovima.

Efikasno uklanjanje lignina zahteva ekstremne uslove, pa se danas
delignifikacija uspe$no postize sa belo-crvenim plesnima, koje pripadaju familiji
Basidiomicetaceae. Ove plesni sintetiSsu oksidativne enzime, koji stvaraju radikale,
sposobne da raskidaju kovalentne veze u ligninu. Ovi enzimi deluju sinergisti¢ki sa
celulazama i1 hemicelulazama, uklanjajuéi ligninski sloj.

Visoki troSkovi proizvodnje enzima kao i velike doze potrebne za hidrolizu
prethodno pripremljene biomase, su osnovni nedostaci ovog procesa koji usporavaju
njegovu komercijalizaciju u proizvodnji bioetanola iz lignoceluloznih sirovina.

Jedno od moguéih reSenja mogli bi biti celulozomi — strukture izolovane iz
nekih mikroorganizama koje poseduju enzimske komplekse potrebne za razgradnju
lignoceluloznih sirovina. Mikroorganizmi koji proizvode celulozome imaju sposobnost
da simultano razgraduju lignocelulozne sirovine prevodeci ih u sopstvenu ¢elijsku masu

i produkte metabolizma, kao §to je etanol (Bayer i sar., 2007).

Fermentacija hidrolizata biomase

Fermentaciju hidrolizata do bioetanola vr$i se primenom mikroorganizama kao
Sto su kvasci. PoSto lignocelulozni hidrolizat ne sadrzi samo glukozu ve¢ 1 razne
monosaharide (ksiloza, manoza, galaktoza i arabinoza) i oligosaharide, mikroorganizmi
bi trebalo da efikasno fermentiSu ove Secere radi uspeSne industrijske proizvodnje
bioetanola (Katahira i sar., 2006). Cilj hemijskog procesa fermentacije je da prevede
glukozu do alkohola i ugljen-dioksida. Reakcije koje se odigravaju u samom kvascu

tokom ovog procesa su veoma sloZene ali se krajnji proces moze prikazati jednacinom:

CeH1205 — 2C,Hs0OH + 2C0O» (1)
Glukoza — etil-alkohol + ugljen-dioksid

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
113




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Teorijski se od 1 kg glukoze dobija 0,51 kg bioetanola i 0,49 kg ugljen-dioksida.
Medutim, u praksi mikroorganizmi koriste deo glukoze za ¢elijski rast tako da je realan
prinos manji od 100% (tabela 4.6) (Demirbas, 2005).

Tabela 4.6. Prinosi bioetanola iz kukuruzovine primenom hidrolize sa koncentrovanom
kKiselinom (% suve mase)

Masa kukuruzovine, kg 1000
Masa celuloze, kg 430
Efikasnost konverzije i izdvajnja celuloze 0,76
Stehiometrijski prinos bioetanola 0,51
Efikasnost fermentacije glukoze 0,75
Prinos bioetanola iz glukoze, kg 130
Masa kukuruzovine, kg 1000
Masa hemiceluloze, kg 290
Efikasnost konverzije i izdvajnja hemiceluloze 0,90
Stehiometrijski prinos bioetanola 0,51
Efikasnost fermentacije ksiloze 0,50
Prinos bioetanola iz ksiloze, kg 66
Ukupni prinos bioetanola iz 1000 kg kukuruzovine | 196 kg (225,7 1)

Odvojena hidroliza i fermentacija

Klasi¢na konfiguracija procesa koja se koristi za fermentaciju hidrolizata
biomase je proces iz dva koraka gde se hidroliza celuloze i1 fermentacija vrSe odvojeno.
Ova konfiguracija je poznata kao odvojena hidroliza i fermentacija (eng. separate
hydrolysis and fermentation — SHF). Druga moguénost je simultana saharifikacija i
fermentacija (eng. simultaneous saccharification and fermentation — SSF) (slika 4.19)
(Xu i sar., 2009; Claassen i sar., 1999; Cardona i Sanchez, 2007), gde se hidroliza i
fermentacija odvijaju u istom reaktoru. Naj¢esce koriS¢eni mikroorganizam za
fermentaciju lignoceluloznih hidrolizata je Saccharomyces cerevisiae koji fermentise

heksoze, ali ne i pentoze iz hidrolizata.
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Slika 4.19. Sematski prikaz procesa simultane saharifikacije i fermentacije (SSF)

Kod odvojene hidrolize i fermentacije, ¢vrsta frakcija lignoceluloznog materijala
se podvrgava hidrolizi (saharifikaciji). Ova frakcija sadrzi celulozu u obliku koji je
dostupan dejstvu kiselina ili enzima. Dobijeni hidrolizat celuloze se dalje fermentise u
drugom reaktoru 1 prevodi u etanol. Jedna od glavnih prednosti SHF procesa je Sto se
svaki korak procesa moZe izvoditi pod optimalnim operativnim uslovima jer se
odigravaju u dva odvojena reaktora. Najvazniji faktori koji se moraju uzeti u obzir kod
saharifikacije su reakciono vreme, temperatura, pH, koli¢ina enzima 1 koli¢ina supstrata

(Sanchez i Cardona, 2008).

Simultana saharifikacija i fermentacija

Proces simultane saharifikacije i fermentacije (SSF) pokazuje izvesne prednosti
u odnosu na proces SHF, jer se postizu vec¢i prinosi uz manji utroSak energije. U ovom
procesu se celulaze i mikroorganizmi dodaju u isti reaktor, tako da ¢elije kvasca odmah
mogu da metaboliSu glukozu koja nastaje tokom enzimske hidrolize celuloze,
oslobadajuci etanol. Na taj nacin se neutraliSe inhibitorno dejstvo Secera na celulaze.
Medutim, poSto je neophodno koristiti razblaZzeniji medijum kako bi se postigla
odgovarajuca reoloska svojstva, koncentracija finalnog proizvoda je niska. Pored toga,

ovaj proces se odigrava pod uslovima koji nisu optimalni za hidrolizu i zahteva vece
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doze enzima, S§to pozitivno uti¢e na konverziju supstrata, ali negativnho na troskove
procesa. Uzimajué¢i u obzir da cena enzima Cini ve¢i deo troSkova proizvodnje,
neophodno je prona¢i metode za smanjenje utroSka enzima celulaze (Sanchez i

Cardona, 2008).

Fermentacija pentoza

Jedan od osnovnih problema kod proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne
biomase je u tome S§to kvasac Saccharomyces cerevisiae moze da fermentiSe samo
odredene mono- i disaharide kao $to su glukoza, fruktoza, maltoza i saharoza. Ovaj
mikroorganizam ne moze da asimiluje celulozu i hemicelulozu direktno, niti pentoze
koje nastaju hidrolizom celuloze (uglavnom ksiloza). Jedan od nacina da se ovaj
problem prevazide je primena genetickog inzenjeringa odnosno tehnologija
rekombinantne DNK. Ovim metodama moze se posti¢i da proizvodni mikroorganizmi
povecaju toleranciju na etanol i da prosire sposobnost da metabolisu razli¢ite supstrate.
Tako na primer, modifikovani oblik Z. mobilis pored heksoza (glukoza, fruktoza), moze
da fermentiSe i pentoze (ksiloza) u etanol (Mojovi¢ i sar., 2007). Drugi pristup je
primena mikroorganizama koji fermentiSu pentoze, kao $to su neki kvasci 1 bakterije. U
ovom slucaju, predlaze se konfiguracija sa odvojenom fermentacijom pentoza i heksoza.
Kvasci kao $to je Pichia stipitis, Candida shahatae i Pachysolen tannophilus mogu da
asimiluju pentoze ali je njihov stepen konverzije glukoze do etanola pet puta manji nego
Sto je slucaj sa Saccharomyces cerevisiae. Pored toga, zahtevaju kiseonik (aerisanje) a
tolerantnost na etanol je 2-4 puta manja (Zhang i Lynd, 2004). Termofilne bakterije
koje mogu da fermentiSu pentozu su mikroorganizmi koji se mogu gajiti zajedno sa
bakterijama koje hidrolizuju celulozu, kao $to je C. thermocellum kako bi se vrsila
direktna konverzija predtretirane lignocelulozne biomase u etanol. Ovaj proces se
naziva konsolidovani bioproces (eng. consolidated bioprocessing — CPB) (slika 4.20)
(Xu i sar., 2009).
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Slika 4.20. Sematski prikaz konsolidovanog bioprocesa CPB.

U mikroorganizme koji mogu da fermentiSu heksoze i pentoze spada 1 gljiva
Mucor indicus kojom se postize prinos bioetanola od 0,46 g/g glukoze, kada se gaji pod
anaerobnim uslovima. Pored toga, ova gljiva asimiluje inhibitore koji se javljaju u

hidrolizatima razblazenih kiselina (Sues i sar., 2005).

Termohemijski postupci

Postoje dva postupka proizvodnje bioetanola koja ukljucuju i termohemijske
reakcije. Prvi sistem je hibrid termohemijskog i bioloskog sistema (Badger, 2002).
Lignocelulozna biomasa se prvo termohemijski gasifikuje a sinteticki gas (smesa
vodonika i ugljen-monoksida) se uduvava u vidu mehurica kroz specijalno projektovane

fermentore. Reakcija gasifikacije biomase je:

C + H,0 — CO + Hy )

Mikroorganizam koji moze da prevodi ovaj gas se uvodi u fermentor pod

posebnim uslovima kako bi se zapocela fermentacija do bioetanola (Demirbas, 2005).
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U drugom termohemijskom procesu proizvodnje bioetanola ne Kkoriste se
mikroorganizmi. U ovom postupku se lignocelulozna biomasa prvo gasifikuje, a
sinteticki gas zatim prolazi kroz sistem sa hemijskim katalizatorom, koji konvertuje
sinteticki gas do bioetanola. Dobijeni su prinosi do 50% etanola u procesu sa
sintetickim gasom. U postupcima u kojima prvo nastaje metanol, koji se zatim
katalitickim putem prevodi u etanol, postignuti su prinosi do 80% etanola. Nazalost, kao
1 kod drugih procesa, pronalazenje ekonomski isplativog termohemijskog postupka je i

dalje u fazi istrazivanja (Badger, 2002).

4.8. Inovacioni trendovi u procesima proizvodnje bioetanola

Primenom tehnologije mokrog mlevenja u proizvodnji bioetanola dobija se vise
sporednih proizvoda medu kojima su brasno od kukuruznog glutena i hranivo od
kukuruznih mekinja, medutim ova tehnologija zahteva veéa kapitanla ulaganja i vece
troskove za energije u poredenju sa tehnologijom suvog mlevenja u kojoj je najvazniji
sporedni proizvod suva kukuruzna dzibra sa rastvorenim materijama (Rodriguez 1 sar.,
2010). Suva dzibra se sastoji od hranljivih materija kukuruznog zrna koje ne mogu da
fermentiSu (masti, proteini, vitamini, minerali i vlakna) a njena trzi$na vrednost iznosi
oko 45% cene sirovog kukuruza (Singh i sar., 1997; Kwiatkowski i sar., 2006).

Ekspanzija proizvodnje bioetanola poslednjih godina uglavnom se zasnivala na
procesu suvog mlevenja koji zahteva manja ulaganja kapitala i energije ali daje i manje
sporednih proizvoda u poredenju sa procesom suvog mlevenja. U cilju dobijanja vise
sporednih proizvoda suvim mlevenjem razvijeno je nekoliko modifikovanih procesa.
Neki istrazivaci su se bavili moguénostima poboljSanja procesa ,,suvim razdvajanjem*
frakcija zrna (Clark, 2006; Murthy i sar., 2009; Nikolov i sar., 2012., Lohrman i sar.,
2008). Postupci koji se zasnivaju na mokrom razdvajanju su ,,quick germ* (brzo
izdvajanje klice, engl), ,,quick germ-quick fiber ili ,,QQ* (brzo izdvajanje klice i
vlakana, engl), frakcionisano suvo mlevenje i enzimsko mlevenje (E-milling) Singh i
sar., 2005.a,b; Wang i sar., 2005.; Murthy i sar., 2006). ,,Quick germ® — proces brzog
uklanjanja klice predstavlja kombinaciju procesa proizvodnje etanola suvim i mokrim
postupkom. Ovim postupkom se postize povecanje vrednosti sporednih proizvoda
suvog mlevenja jer se klica izdvaja pre pocetka fermentacije. Klica se separiSe
standardnim procesom koji je deo mokre prerade. Ustede koje se postizu izdvajanjem

klice kao sporednog proizvoda i povecanjem kapaciteta fermentora zahvaljujuéi
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uklanjanju nefermentabilnih supstanci iz fermentacione smeSe kukuruza mogu umanjiti
troSkove proizvodnje etanola za 2,69 centi americkog dolara po litru u poredenju sa
konvencionalnim postupkom suvog mlevenja (Singh i sar.,, 1997). ,,QQ*“ proces
predstavlja prosirenje koncepta razdvajanja klice pre fermentacije i1 ukljucuje i
izdvajanje kako klice tako i vlakana omotaca zrna pre fermentacije (Wahjudi i sar.,
2000). Zbog toga ,,QQ* proces ima nekoliko prednosti u odnosu na konvencionalno
suvo mlevenje: smanjenjem sadrzaja ukupnih vlakana i klice povecava se koncentracija
proteina u modifikovanoj kukuruznoj dzibri ¢ime se poboljSava podobnost ovog
sporednog proizvoda za ishranu neprezivara kao Sto su svinje i zivina u odnosu na
konvencionalnu dzibru (Singh i sar., 1999); izdvojena klica je pogodnija za dobijanje
drugih vrednih proizvoda kao $to je ulje od koga se proizvodi i biodizel; iz izdvojene
klice moze se takode dobiti ulje, fitosteroli koji imaju sposobnost sniZavanja
holesterola: ferulat fitosterol estri (FPE), slobodni fitosterol i fitosterol estri masnih
kiselina (Singh i sar., 1999); takode se nakon izdvajanja klice i omotaca povecava
brzina mlevenja zrna.

Pocetak ,,QQ“ procesa je slican konvencionalnom mokrom mlevenju i sastoji se
od mocenja zrna (bez hemikalija) u trajanju od 3-12 h na temperaturi od 60°C nakon
¢ega se u konvencionalnom mlinu uklanja klica. Nakon toga se klica i omota¢ mogu
1zdvojiti 1z smeSe pomocu hidrociklona zahvaljujuéi razlici u gustini. Smesa klice 1
perikarpa se zatim susi i razdvaja pomocu aspiratora a ostatak vlaznog zrna se melje i
potom podvrgava standardnoj metodi dobijanja etanola procedurom sa suvim
mlevenjem.

U tabeli 4.7. su dati materijalni bilansi glavnih i sporednih proizvoda tri vrste
procesa proizvodnje bioetanola radi poredenja ekonomicnosti (Lin i sar., 2011).

Rezultati ukazuju da je ,,QQ* proces ekonomski najisplativiji.
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Tabela 4.7. Poredenje prinosa i hemijskog sastava pojedinih proizvoda dobijenih
postupcima suvog frakcionisanja, ,,QQ procesom 1 konvencionalnom suvom meljavom
kukuruza, prera¢unato na suvu materiju

Proizvod Prinos, Hemijski sastav, %
kg kg Proteini Ulje Pepeo NDF | Skrob | Seéer Ostalo
kukuruza
Proces suvog frakcionisanja
Suva dzibra 0,19 39,52 4,57 1,30 27,66 | 6,18 | 16,66 4,10
Hranivo  od 0,06 18,50 8,00 9,20 27,40 | 28,90 | 8,00
klica
Ulje 0,02 100,00
Vlakna 0,04 8,90 5,00 2,80 44,40 | 36,90 [ 2,00
Etanol 0,31
CO, 0,30
,, Q0 proces
Suva dzibra 0,16 46,40 0,42 4,27 16,25 | 7,58 | 20,53 4,57
Hranivo  od 0,04 25,10 7,00 4,20 47,10 | 12,50 [ 3,80 0,30
klica
Ulje 0,03 100,00
Vlakna 0,06 8,57 9,10 1,28 69,70 | 10,00 | 0,85 0,50
Etanol 0,32
CO, 0,31
Konvencionalni postupak suvog mlevenja kukuruza
Suva dzibra 0,28 3234 | 1287 | 337 | 3213 | 444 | 12,06 | 278
Etanol 0,33
CO, 0,32

Takozvano ,,enzimsko mlevenje” ili E-milling je modifikovani proces mokre
prerade kukuruznog zrna u kojem se koriste enzimi proteaze kako bi se izbacila
upotreba sulfita i skratilo vreme mocenja. Sumpor-dioksid koji se koristi u klasi¢noj
mokroj preradi kukuruza dospeva u atmosferu i moze kod ljudi izazvati niz respiratornih
oboljenja. Takode, SO, oksidacijom u prisustvu drugih zagadujuc¢ih gasova u vazduhu
gradi sumpornu kiselinu $to dovodi do nastanka kiselih kisa. Koncentracija SO,
neophodna za proces enzimskog mlevenja svedena je na minimum Koji je neophodan da
bi se sprecio rast mikroorganizama tokom mocenja zrna, a vreme mocenja se skracuje
Sest puta, sa 36 na 6 sati. Procenjeno je da ovaj postupak moze biti konkurentan
konvencionalnom u uslovima visokih cena kukuruza kao sirovine s obzirom da se
enzimskim procesom povecava prinos proizvoda mokrog mlevenja (Ramirez i sar.,
2009).

AmeriCka firma Poet patentirala je tehnologiju pod nazivom BPX™ (skrac¢eno
od Broin Project X) koja je poznata i kao proces ,,hladne fermentacije” zbog toga $to se
u procesu pripreme sirovine za fermentaciju koriste niske temperature (Lewis i sar.,

2005, 2010). Ovim postupkom se znatno povecava efikasnost procesa proizvodnje
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bioetanola. U osnovi, proces pripreme sirovina za fermentaciju je veoma slican
konvencionalnom enzimskom procesu osim S$to se koristi enzim koji moze da
hidrolizuje sirovi skrob, ¢ime se eliminiSe potreba za zagrevanjem smeSe sirovine i
vode. Osim $to se eliminacijom faza zagrevanja trosi 10-20% manje energije i dobijaju
veci prinosi bioetanola (do 23% v/v), procesom hladne pripreme sirovina proizvodi se i
hranljivija dzibra jer se proteini ¢uvaju u nativnom obliku zato Sto ne dolazi do
denaturacije toplotom.

Lignocelulozna biomasa predstavlja najperspektivniju sirovinu za proizvodnju
bioetanola. Dostupnost i niske cene razli¢itih vrsta ovih sirovina, pruzaju velike
mogucnosti za razvoj bioindustrije koja bi mogla da podrzi razvoj medunarodnog trzista
biogoriva i doprinese smanjenju globalne emisije gasova staklene baste.

Trenutne tendencije u istrazivanjima radi poboljSanja proizvodnje bioetanola
odnose se na prirodu biomase, faze procesa proizvodnje, integraciju pojedinih faza u
odgovarajucu procesnu Semu (napr. SHF, SSF i CPB postupci), istrazivanja na polju

genetickog inZenjeringa i srodne inzenjerske probleme.
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4.9. Hrana za Zivotinje

Pod sto¢nom odnosno hranom za Zivotinje podrazumeva se sve ono §to je uneto
peroralnim putem i posle resorpcije iz digestivnog trakta moze da obezbedi jednu ili

vise funkcija u Zivotinjskom organizmu:

o da obezbedi energiju,

o da obezbedi materijal za izgradnju tkiva,

o da pomogne odvijanje biohemijskih i fizioloskih funkcija,

. da ne utice nepovoljno na iskoriS¢avanje hranljivih sastojaka,

o da ne skodi zdravlju (Bekri¢, 1999).

U novije vreme istiCu se jo$ dva kriterijuma koja hrana treba da ispuni, a to su
ekonomicnost i proizvodnja bioloski visokovrednih i higijenski ispravnih namirnica
animalnog porekla (Sevkovié i sar., 1996).

Uobicajeno je da se u ishrani stoke kao izvor hranljivih materija koristi vise

grupa sto¢nih hraniva:

o kabasta — suva hrana

) voluminozna — so¢na hrana
o prekrupa Zita

o proteinski koncentrati

o ostala hraniva

o dodaci — aditivi (Bekri¢, 1999).

Zita su primarni izvor energije u ishrani zivotinja i skoro uvek iziskuju vece
troskove proizvodnje od kabastih hraniva, ali takode sadrze mnogo viSe svarljivih
ugljenih hidrata i masti. S obzirom na koli¢inski udeo u smesama, iz Zita dolazi najveéi
udeo proteina. U zavisnosti od smese proteini iz prekrupe zita ¢ini 25 do 65% ukupnog
proteina u obroku. Kukuruz sadrzi 8,5 do 9,5%, a jeCam, ovas i pSenica od 10 do 12%
ukupnog proteina.

Kukuruz je kod nas i u mnogim drugim zemljama u ishrani zZivotinja potisnuo
sva ostala zita zahvaljuju¢i visokom sadrzaju energije. Bogatstvo u skrobu, sadrzaj
srazmerno velike koli¢ine masti uz najmanji sadrzaj celuloze doprinosi visokoj
svarljivosti. lako je deficitaran u dve esencijalne aminokiseline (lizinu i triptofanu), sa
njegovim proteinom se zadovoljava od 20% ukupnih proteina u smeSama za brojlere do

65% U smeSama za zavr$ni tov svinja. Zuti tipovi zubana su bogati B-karotinom (3-5 mg
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kg™) i ksantofilom (26-36 mg kg™). Zuti kukuruz, pored kukuruznog glutena i lucerke,
najznacajniji je izvor pigmentacije jaja i boje koze (Bekri¢, 1999).

Kao hranivo se najcesce koriste silaza i zrno kukuruza. Drobljenje i drugi vidovi
fizicke i termicke obrade kao $to su peletiranje, mikronizovanje, ekstrudiranje i sli¢no,
poboljsavaju svarljivost zrna kukuruza. Silaza se priprema tako Sto se cele zelene biljke
posle berbe seckaju 1 smeStaju u silose gde biljna masa podleze prirodnoj
mlecnokiselinskoj fermentaciji (mle¢na kiselina konzervira hranljive sastojke)
(Johnson, 1994).

U poslednje vreme suva kukuruzna dZibra sa rastvorenim materijama sve vise Se
koristi kao komponenta smesa za ishranu domacih zivotinja.

Svaka vrsta i kategorija domacih zZivotinja zahteva precizno definisanu koli¢inu
svih hranljivih materija koja ih odrzava u zdravom stanju i optimalnoj produktivnoj
sposobnosti. Pravilno odredivanje nutritivnih potreba za uspeSno gajenje i proizvodnost
Zivotinja zasnovano je na mnogobrojnim metaboli¢kim i hranidbenim ogledima koji su
u toj meri slozeni da se u praksi one definiSu koncenzusom postignutim u udruzenjima
nutricionista, tehnologa, odgajivaca, istrazivackih organizacija ili nacionalnih komiteta,
kao $to je slucaj sa NRC preporukama u SAD. Osim preporuka, u mnogim zemljama se
nutritivni zahtevi za pojedine vrste i1 kategorije domacih Zivotinja normiraju u formi
obavezujucih standarda i pravilnika. Pravilnikom se propisuje minimalan sadrzaj: vlage,
proteina, masti, aminokiselina, lizina i metionina, kalcijuma, fosfora (ukupnog i
iskoristivog), natrijuma, 6-8 mikroelemenata, 6-10 vitamina i sadrzaj energije izveden
racunski i izrazen u MJ (Bekri¢, 1999).

TroSkovi proizvodnje odredene smesSe za ishranu Zivotinja u koje treba uracunati
cenu sirovina pojedinih komponenata, takode su jedan od znacajnih faktora koje treba
imati u vidu.

Osnovni hemijski sastojsci koncentrovanih hraniva za Zzivotinje su: proteini,
ugljeni hidrati, masti, minerali, vitamini i voda.

Proteini sluze za porast, odnosno izgradnju tela kada su zivotinje mlade, tj. za
porast i razvoj jer se telo tada konstantno izgraduje novim ¢elijama. Svaka nova celija
za svoju izgradnju zahteva proteine odredenog kvaliteta odnosno aminokiselinskog

sastava. Bremenite zivotinje, kao i one u laktaciji imaju posebne zahteve za proteinima.
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Ugljeni hidrati i masti su izvor energije u hrani koja je potrebna za
funkcionisanje celog organizma i odrzavanje toplote tela. Takode su neophodni za
proizvodnju mleka i odrzavanje telesne mase i porasta stasalih — zrelih zivotinja.

Za uspeSnu ishranu zivotinja potrebno je da u hrani budu u dovoljnim
koli¢inama prisutni minerali: kalcijum, fosfor, natrijum, magnezijum, jod, kobalt,
gvozde, bakar, molibden, mangan, cink, sumpor, selen 1 fluor. Mineralne materije u
organizmu zivotinja sluze kao gradivni materijal, ulaze u sastav kostiju, zuba, ¢celija i
tkiva. Odrzavaju potreban osmotski pritisak i povrSinski napon u te¢nostima organizma
¢ime pomazu apsorpciju, ekskreciju i1 sekreciju. ReguliSu koncentraciju vodonikovih
jona u krvi i ¢elijama. Ucestvuju u reakcijama, nadrazaju i pokretljivosti misica i
nerava.

Vitamini obezbeduju regulaciju izmedu unosa hrane, zivotnog okruZenja i
fizioloskih procesa u organizmu. Po ulozi u ¢elijskom metabolizmu mogu se podeliti u
dve grupe: 1) vitamini koji deluju biokataliticki tj. ucestvuju u formiranju enzima i
javljaju se kao njihov sastavni deo i 2) vitamini sa induktivnim dejstvom Kkoji
obezbeduju regulaciju metabolickih procesa. Na proces usvajanja vitamina takode uti¢u
komponente hraniva.

Najveéi deo organizma zivotinja sastoji se od vode. Fizioloski voda sluzi za
prenoSenje hranljivih sastojaka kroz organizam, odvijanje fermentacionih procesa,
lucenje sokova, ucestvuje u varenju 1 svarljivosti, omogucava hemijske reakcije,

izlu€ivanje Stetnih materija iz organizma i odrZavanju temperature tela.
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Il EKSPERIMENTALNI DEO

5. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

5.1. Materijal

1. Kukuruzno brasno 27 hibrida kreiranih u Institutu za kukuruz ,,Zemun Polje*

U eksperimentima je koriS¢eno zrno i kukuruzno brasno celog zrna dobijeno od 27
hibrida kukuruza Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje“. Medu njima su hibridi
standardnog hemijskog sastava zrna decenijama zastupljeni u poljoprivredi i industriji
prehrambenih proizvoda, novi visokoprinosni hibridi standardnog hemijskog sastava
zrna, i hibridi specifi¢nih svojstava zrna. Ispitivani hibridi su razli¢ite geneticke osnove
i razli¢ite duzine vegetacije. Hibridi koris¢eni u eksperimentima prikazani su u tabeli
5.1.

Tabela 5.1. Hibridi kukuruza kori$¢eni u eksperimentima

ZP 172/8 ZP 548 ZP 677
ZP 243 ZP 560 ZP74b
ZP 341 ZP 574/8 ZP 747
ZP 362 ZP 600 ZP 749
ZP 377 ZP 606 ZP 789
ZP 434 ZP 611 k ZP 808
ZP 444 ZP 620 b ZP 877
ZP 484 ZP 633 ZP Rumenka
ZP 505 ZP 666 ZP 704 wx

Odabrani hibridi kukuruza gajeni su 2009. godine u istim agrotehnickim
uslovima na oglednim parcelama Instituta za kukuruz u Zemun Polju. Setva kukuruza
izvrSena je po metodi potpuno slucajnog rasporeda parcela u dva ponavljanja. Uzorci
klipova hibrida za ispitivanje uzimani su sa elementarnih povrSine 7m? (2 reda) sa
gustinom useva 55.000 biljaka po hektaru. Za analizu je uzimano od svakog hibrida po
20 slucajno izabranih klipova koji su prosuseni u mrezastim vrecama prirodnim
strujanjem vazduha. Na klipovima su izmereni fizi¢ki parametri, duzina, debljina, broj
zrna i masa oklaska, nakon ¢ega su ruc¢no okrunjeni i zrno odloZzeno u posebne

kontejnere iz kojih su uzimani uzorci za sve analize.
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2. Kvasac iz kolekcije laboratorije za mikrobiologiju Tehnolosko-metalurskog
fakulteta u Beogradu: Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
3. Za pravljenje mikrobioloskih podloga kori$¢eni su:
o sladni bujon, (Torlak, Beograd);
o agar, (Torlak, Beograd);
4. Enzimski preparati:
o Termamyl SC, (Novozymes, Danska), aktivnost A=133 KNU/g;
o SAN Extra L, (Novozymes, Danska), aktivnost A=437 AGU/g;
o Pepsin Art 7190 (Merck), aktivnost A= 2000 FIP U/g;
o Celulaza R10 iz Trichoderma viridae, (Onozuka);
5. Ostale kori§¢ene hemikalije p.a. ¢istoce su:
o koncentrovana fosforna kiselina H3PO,, (Centrohem, Beograd);

o vodonik-peroksid H,0,, 30%, (Centrohem, Beograd);

o katalizator (Se + K,S0O,),(Centrohem, Beograd);

o natrijum-hidroksid NaOH, (Lac - Ners, s.r.0., Neratovice, Ceska );
. hlorovodoni¢na kiselina c= 0,1 mol 17, (Lac - Ners, s.r.0., Neratovice, Ceska );
o borna kiselina H3BO3 (Centrohem, Beograd);

o indikator metil-crveno, (Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija);

o 96% etanol, (Centrohem, Beograd);

o sredstva protiv penusanja (dekalin-dekahidronaftalin);

. aceton, (Lac - Ners, s.r.o., Neratovice, Ceska );

° dietil-etar, ¢ist, (Lac - Ners, s.r.o., Neratovice, Ceska );

o cetavlon (cetil trimetilamonijum-bromid), (Centrohem, Beograd);
o dekalin, (Centrohem, Beograd);

o kalcijum-hlorid-dihidrat, CaCl,-2H,0, (Centrohem, Beograd)

o sumporna kiselina, H,SO4, 96%, p.a.(Lac - Ners, s.r.0., Neratovice, Ceska );

o magnezijum-sulfat-heptahidrat, MgSO,4-7H,O  (Merck-Alkaloid,  Skoplje,
Makedonija);

o amonijun-sulfat, (NH,4).SO,4 (Centrohem, Beograd);

o kalijum-dihidrogen-fosfat, KH,PO, (Kemika, Zagreb);

o cink-sulfat-heptahidrat, ZnSO,4-7H,0 (Centrohem, Beograd);
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3,5-dinitrosalicilna kiselina, C;H4sN,O7, 98%, (Acros Organics, New Jersey,
SAD);

a - D (+)-glukoza, bezvodna (dekstroza, kukuruzni Secer), C¢H1206 (Sigma
Chemical Company, St. Louis, SAD);

natrijum-sulfit, Na,SOs, (Zorka, §abac);

kalijum-natrijum-tartarat, C4H,OgKNa-4H,0, (Centrohem, Beograd);
natrijum-hlorid, NaCl, (Centrohem, Beograd);

kalijum-metabisulfit, K,S,0s, (Centrohem, Beograd);

Koris$éeni uredaji i instrumenti su:

vodeno kupatilo sa meSanjem: model GFL 1083, (GFL- Geselschaft fiir
Labortechnik GmbH, Nemacka);

vodeno kupatilo (staticno): Sutjeska, model za 240 epruveta, (Fabrika
medicinskih uredaja, Beograd);

digitalna analiticka vaga: model A200S, (Sartorius Analityc, Nemacka);
analiticka vaga: model 2452, (Sartorius Analityc, Nemacka);

tehnic¢ka vaga: Mettler PN2210, ( Mettler, Nemacka);

varijabilne mikropipete: 0,5-10 ul, 10-100 ul, (Brand GmbH, Nemacka);

pH metar: Beckman ®"™ 20, (Beckman Instruments, SAD);

termostat za uzgajanje mikroorganizama na 30°C, (Sutjeska, Beograd);

autoklav, (Sutjeska, Beograd);

brojac¢ kolonija: Colony Star 8500, (Funke Gerber Nemacka);

elektromagnetna mesalica: ARE Heating Magnetic Stirrer, (Velp Scientifica srl,
Italija);

vorteks, (Velp Scientifica srl, Italija);

elektri¢ni reso, (Koncar, Zagreb);

UV/vidljivi spektrofotometar: Agilent 8453 UV-visible Spectroscopy System,
(Agilent Technologies, Nemacka);

centrifuga, (Tehtnica, Zelezniki);

polarimetar: Polamat A, (Carl Zeiss, Jena, Nemacka);

laboratorijska suSnica: Sutjeska (60-200°C), (Fabrika medicinskih uredaja,
Beograd);

ventilaciona su$nica, (Sutjeska, Beograd);
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o peristaltiCka pumpa: VRE 88, (Verder, Nemacka);
o proto¢ni termostat: Tip 3230, (VEB MLW Priifgerdte-Werk, Nemacka);

. elektricna pe¢ za zarenje: Jumo Lan (50-1200°C), (Naber Industrieofenbau,
Nemacka);
o aparat za odredivanje sadrzaja azota (proteina): Kjeldhal Analyzer, (Foss

Tecator, §Vedska);
o aparat za odredivanje sadrzaja vlakana: Fibertec 2010 Heat Extractor, (Foss

Tecator, Svedska).
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5.2. METODE

5.2.1. Odredivanje fizickih karakteristika kukuruznog zrna

Za odredivanje fizi¢kih karakteristika zrna koriS¢ene su slede¢e metode:

Za merenje parametara tvrdoce, kao $to su: otpornost na mlevenje, zapremina mliva i
udeo tvrde i meke frakcije endosperma adaptiran je Stenvert-Pomerancov (Stenvert-
Pomerantz) test (Pomerantz i sar., 1985) Ru¢nom disekcijom kukuruznog zrna utvrden
je udeo njegovih morfoloskih frakcija i tip endosperma.

Hektolitarska ili zapreminska masa predstavlja masu u jedinici zapremine,
odnosno gustinu zrnene mase. Odreduje se na Soperovoj (Shopper) vagi u pet
uzastopnih merenja, a rezultat izrazava u kg-hl™ kao prose¢na vrednost preradunata na
13% vlage.

Masa 1000 zrna ili apsolutna masa odredena je brojanjem i merenjem pet puta
po 200 celih zrna a prosecna vrednost je preratunata na suvu materiju.

Gustina ili specifi¢na masa se odreduje u specijalnoj koloni na osnovu razlike
nivoa 96% etanola pre i posle potapanja 100 zrna poznate mase (Cronje i sar., 1991).
Rezultat se izraCunava na osnovu mase i zapremine potapanih zrna.

Indeks flotacije ili procenat plivaju¢ih zrna u rastvoru natrijum nitrata je
svojstvo koje ukazuje na stepen tvrdo¢e kukuruza. Odreduje se merenjem plivajucih
zrna, nakon potapanja 100 zrna definisane vlaZnosti u rastvoru natrijum nitrata
definisane specifi¢ne gustine (1,250 g-cm™) (Gestencorn, 1991).

Indeks apsorpcije vode se odreduje merenjem koli¢ine vode koju pod tacno

definisanim uslovima apsorbuje odredena koli¢ina kukuruznog zrna (Hsu i sar., 1983).

5.2.2. Odredivanje hemijskog sastava kukuruznog zrna

5.2.2.1. Metoda za odredivanje sadrzaja suve materije

Postupak:

Prazan vegeglas se su$i najmanje 1 h u susnici na temperaturi od 105°C. Nakon
toga, vegeglas se ohladi u eksikatoru (sa zatvorenim poklopcem do sobne temperature) i

izmeri njegova masa na analitickoj vagi sa tacno$¢u +0,001 g.
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Zatim se u vegeglas dodaje oko 2 g uzorka i izmeri masa. Vegeglas se susi sa uzorkom
preko noci (najmanje 16h) u susnici na 105°C sa koso postavljenim poklopcem. Nakon
susenja, vegeglas se zatvori poklopcem i hladi u eksikatoru oko 1h. Merenje se vrsi
odmah nakon vadenja vegeglasa iz eksikatora. Izvr$i se ponovno susenje, 30-60 minuta

dok se ne postigne konstantna masa (Rajkovi¢ i sar., 1983).

Izradunavanje:

Ms(%) = 5220100 ()
. Mo — masa praznog vegeglasa, (9);
. m; — masa vegeglasa sa uzorkom pre susenja, (g);
. m;, — masa vegeglasa sa uzorkom posle susenja, (g);

5.2.2.2. Polarimetrijska metoda za odredivanje sadrZaja skroba

Skrob pokazuje veliku opticku aktivnost ([a]ZOD=19O° - 202°), te je zbog toga
pogodan za polarimetrijsko odredivanje. Da bi se sadrzaj skroba mogao odrediti
polarimetrijski, potrebno ga je prethodno prevesti u rastvorno stanje $to se postize
dodatkom hlorovodoni¢ne kiseline. Na rezultat polarimetrijskog odredivanja skroba
uticu 1 druge opticki aktivne supstance, te se zbog toga treba tano pridrZavati
procedure. Seéeri i druge opti¢ki aktivne materije odstranjuju se ekstrakcijom, odnosno
kvalitativnim ispiranjem uzoraka hladnom vodom.

Ostale opticki aktivne supstance taloze se primenom razliitih sredstava za
bistrenje, kao Sto su natrijumfosfovolframat, bazni olovoacetat, infuzorijska zemlja i
drugi.

Tacnost 1 reproduktivnost polarimetrijskog odredivanja skroba zavisi od
koncentracije hlorovodoni¢ne kiseline u kojoj se rastvara skrob, kao i vremena 1
temperature zagrevanja, odnosno hladenja u toku izvodenja samog eksperimenta.

Polarimetrijsko odredivanje skroba pogodno je za analizu Cistog skroba, kao 1
namirnica sa velikim sadrzajem skroba (brasno, hleb, pecivo, dijetetska hrana, suSeni
krompir itd). U praksi najcesce koris¢ena polarimetrijska metoda za odredivanje skroba
je metoda po Eversu (Ewers) ili njena modifikacija sa korekcijom za rastvorljive ugljene
hidrate (Ewers, 1908).
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Metoda po Eversu sa korekcijom za rastvorljive ugljene hidrate

Na analitickoj vagi se odmeri oko 5 g fino usitnjenog materijala za analizu i
kvantitativno prenese u normalni sud po Kolrausu (Kohlrausch) od 100 cm?®. U normalni
sud sa prethodno odmerenim uzorkom doda ukupno 50 cm® 1,124% rastvora
hlorovodonic¢ne kiseline, prvo se doda 25 cm?® rastvora i normalni sud dobro promucka.
Preostalom koli¢inom rastvora se speru zidovi normalnog suda. Potom se sud postavi u
kljucalo vodeno kupatilo i zagreva tacno 15 minuta, uz neprestano meSanje sadrzaja
suda tokom prva 3 minuta. Po isteku vremena zagrevanja, normalni sud se izvadi iz
kljuc¢alog vodenog kupatila, dopuni hladnom destilovanom vodom do 90cm® i sadrzaj u
njemu brzo ohladi u struji hladne vode do 20°C. U normalni sud se zatim doda 5cm®
rastvora 4% fosforvolframove kiseline (sredstva za bistrenje) i promucka. Normalni sud
se dopuni do crte destilovanom vodom i rastvor se filtrira kroz suvi kvalitativni filter
papir. Bistrim rastvorom se napuni polarimetrijska cev i izmeri ugao skretanja
polarizovane svetlosti pomoc¢u polarimetra. Merenje se vrsi na talasnoj duzini Zivine
lampe Ang=546,Inm i na temperaturi od 20°C. Pri ovim uslovima specifi¢ni ugao

rotacije [(I]ZOHQ za pojedine vrste skrobova dat je u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Specifi¢ni ugao rotacije pojedinih vrsta skroba

Poreklo skroba | Specifi¢an ugao
rotacije, [a]® Hg
Kukuruz 216,98
PSenica 214,75
Krompir 228,62
Raz 216,28
JeCam 213,34
Ovas 213,10

Sadrzaj skroba (Sskrobauk) U gramima na 100 g vlaZznog materijala izraCunava se

po sledecoj formuli:
100-100

Sskroba,uk. = Tla msur (2)
gde je:

o a — ugao skretanja polarizovane svetlosti za uzorak;

J [a]ong - specifi¢ni ugao rotacije;

) m;s k. — odmerena koli¢ina uzorka, (g);
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. L — duzina polarimetarske cevi, (cm);

Odredivanje rastvorljivih ugljenih hidrata, odnosno korekcija izvodi se na
slede¢i nacin. Najpre se na analitickoj vagi odmeri oko 10 g homogenog 1 fino
usitnjenog uzorka kome se odreduje sadrzaj skroba. Odmereni uzorak se kvantitativno
prenese u normalni sud od 100 cm® po Kohlrausch-u i prelije sa oko 75 cm® destilovane
vode. Normalni sud se ostavi da stoji na sobnoj temperaturi tacno 40 minuta uz ¢esto
mesanje. Potom se u normalni sud doda 5 cm?® olovoacetata, ponovo promucéka i dopuni
do crte zasi¢enim rastvorom natrijumsulfata. Sadrzaj normalnog suda se filtrira kroz suv
kvalitativni filter papir i od filtrata odvoji 50 cm® i prenese u &ist normalni sud od 100
cm?®. U normalni sud sa filtratom dodaje se 3 cm®25% rastvora hlorovodoni¢ne kiseline
1 nakon toga sud se stavlja u kljucalo vodeno kupatilo gde se drzi tacno 15 minuta.
Nakon zagrevanja, sud se hladi u struji hladne vode do 20°C i u ohladeni rastvor doda 1-
2 cm® 4% rastvora fosforvolframove kiseline. Sadrzaj suda se promuéka i dopuni
destilovanom vodom do crete. Rastvor se filtrira kroz suv kvalitativni filter papir i filtrat
sipa u polarimetrijsku cev. Merenje se vr$i kao i u prethodnom sluc¢aju, na talasnoj
duzini Zivine lampe i temperaturi od 20°C.

Sadrzaj rastvorljivih ugljenih hidrata (Sgyp). u gramima na 100 grama vlaznog

materijala izraCunava se po sledecoj formuli:

5-100-100-2
S =2 3
R.u.h. L'[a]ﬁ%'mR.u.h. ( )
gde je:
) Mgruh — odmerena koli¢ina uzorka za rastvorne ugljene hidrate, odnosno za

slepu probu, (g).
Sadrzaj skroba sa korekcijom za rastvorljive ugljene hidrate se izrazava u

gramima na 100 grama suve materije uzorka i izratunava prema formuli:

(S roba—SR.u. .)'100
Sskroba (%) = — M: . (4)
gde je:
o Ms — procenat suve materije ili (100 - W), gde je W procenat vlage u uzorku

Odredivanje skroba se vr$i u dva ponavljanja, a rezultat izrazava preraunat na

suvu materiju.
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5.2.2.3. Odredivanje sadrzaja proteina metodom po Kjeldalu

Princip i primena:

Princip metode po Kjeldalu (Kjeldahl) se zasniva na zagrevanju i razaranju
organske supstance sa sumpornom kiselinom, u prisustvu katalizatora. 1zdvojeni azot se
prevodi u amonijak i vezuje sa kiselinom kao amonijum-sulfat. Dodatkom natrijum-
hidroksida ponovo se oslobada azot i destiliSe u sud u kome se nalazi odredena koli¢ina
kiseline poznate koncentracije. ZavrSnom titracijom utvrduje se koli¢ina preostale
kiseline. Od dobijene koli¢ine azota, uz pomo¢ korektivnog faktora, izraCunava se
ukupna koli¢ina sirovih proteina. Metoda se primenjuje pri odredivanju sirovih proteina
u zitu i mlinskim proizvodima.

Pribor:

1) aparat za destilaciju, po Kjeldalu;

2) mlin za fino usitnjavanje uzoraka;

3) stakleni tubusi za razaranje, po Kjeldalu, zapremine 500 ml;

4) analiticka vaga, opsega merenja od 100 g do 160 g, osetljivosti 0,0001 g;

5) konusna erlenmajer-tikvica zapremine 300 ml;

6) grejno telo za razaranje, sa 20 mesta (u digestoru);

7) levkovi, pre¢nika 3 cm;

8) uredaj za titraciju, sa elektromagnetom, zapremine 20 ml sa podelom od

0,02 ml.

Reagensi:

Kao reagensi se koriste:

1) koncentrovana sumporna kiselina H,SO,, bez primesa azota (tehnicka);

2) koncentrovana fosforna kiselina H3POg,

3) vodonik-peroksid H,0,, 30%

4) katalizator (Se + K;SO,) dobro rasprsen i homogenizovan u tarioniku;

3) 40% rastvor natrijum-hidroksida NaOH,

4) rastvor hlorovodoni¢ne kiseline, Ccry = 0,1 N mol It

5) 40% borna kiselina H;BOs3;

6) kombinovani indikator: 0,1 g metil-crvenog usitni se u tarioniku sa priblizno

20 ml 96% etanola.

Rastvor se dekantuje u ¢asu zapremine 200 ml. Cela operacija se ponavlja dok se

sav indikator metil-crvenog ne rastvori i prenese u ¢asu. Na casu se postavi levak i
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preko njega unese 0,15 g brom-krezol-zelenog. Levak se zatim ispere i ¢asa do crte
dopuni etanolom. Prelazak iz crvenog u zeleno je pri pH vrednosti 5,1. Indikator je
pogodan za rad i pod elektricnim osvetljenjem, a ne samo pri dnevnoj svetlosti. U 10 |
borne kiseline dodaje se 100 ml rastvora brom-krezol-zelenog i 70 ml rastvora metil-
crvenog.

7) jonizujuca voda za destilacioni aparat treba da sadrzi 3,5 g natrijum-sulfata
Na,SO4 na 5 | destilovane vode i 1,2 kg NaOH na 3 | destilovane vode.

Postupak:

Ako je uzorak u zrnu, usitnjava se najpre u mlinu za fino usitnjavanje, a zatim se
odmeri priblizno 0,1-0,2 g i kvantitativno prenese u tikvicu za razaranje, zapremine
500 ml. Zatim se doda 7 do 10 g pripremljenog katalizatora i pazljivo se usipa 5ml
smesSe koncentrovane sumporne i fosforne kiseline (50:1) 1 2,5 ml vodonik peroksida.
Na tikvice za razaranje postave se mali levkovi (da bi se sprecilo eventualno prskanje
kapi smeSe izvan tikvice). Masa u tikvici se pazljivo promucka i postavi na reSo za
razaranje. Razaranje se vrsi 45 minuta na temperaturi od 420°C, a zatim se boca ohladi.
U tubuse se zatim doda oko 75 ml destilovane vode. U erlenmajere se doda po 25 ml
borne kiseline sa indiskatorima (rastvor ciklama boje). Boca za razaranje prikljuci se na
destilacioni uredaj. Ventil se zatvori 1 uklju¢i se destilacioni aparat. Po zavrSetku
destilacije, predestilisana tecnost u erlenmajerima daje zeleno obojenje. Titracija se vrsi
rastvorom 0,1 mol I HCL.

Izracunavanje:

Sadrzaj proteina (Sproteina) 1Zracunava se prema formuli:

_ (VHCl_Vslepaproba)'N'1v4007

SProteinal (%) - Muzorka -F-100% (5)
° Vhcl, Vsiepa proba, (MI);
. N — koncentracija HCI, (mol I'");
i Myzorka, (9);
. F — 6,25 faktor za izraCunavanje sadrzaja proteina za kukuruz.

Ponovljivost:

Razlika izmedu dva paralelna odredivanja koja je istovremeno ili jedno za

drugim izveo isti analiticar moze iznositi 0,2 jedinice apsolutne vrednosti.
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5.2.2.4. Odredivanje sadrzaja ulja metodom po Soksletu

Metoda odredivanja masti i ulja u biljkama po Soksletu (Soxhlet) zasniva se na
rastvaranju masnih materija u pojedinim isparljivim organskim rastvaracima, posle ¢ega
se upotrebljeni rastvaraci mogu lako odstraniti, a sirova ulja koja posle toga ostanu suse
se, hlade, mere i1 izraCunavaju iz dobijenih podataka prostim racunom ili pomocu
obrasca.

Sokslet aparatura:

Stakleni baloni sa ravnim dnom 500 ml, ekstrakcioni deo i kondenzator. Sva tri
dela spojena su u jedan aparat, a viSe ovih aparata instaliraju se u vodeno kupatilo.
Potrebne su 1 analiticke vage, eksikator, hilzne, vata i posuda za odmeravanje uzorka.

Priprema uzorka:

Uzorak se najpre samelje na laboratorijskom mlinu sita precnika otvora 0,7 mm.
Tako samleven uzorak se prethodno dobro izmesa, stavlja u vegeglase i susi u suSnici
12h na temperaturi 105°C. Osuseni uzorak se potom hladi u eksikatoru 40 minuta.
Ohladeni uzorak se odmerava i sipa u hilzne koje su prethodno susene i 2h na 105°C.
Hilzne sa materijalom se zatvaraju vatom 1 stavljaju u eksikator. Obi¢no se odmerava 4
g materijala. Odmeravanje se vr$i u dve probe. Posle merenja materijala, mere se baloni
koji su prethodno suSeni 2h na 105°C. Hilzna sa uzorkom se stavlja u ekstrakcioni deo
koji je spojen sa kolbom 1 hladnjakom. S gornje strane hladnjaka pomocu levka uliva se
toliko etra da se ekstrakcioni deo napuni i prelije malo u kolonu.

Ekstrakcija:

Etar pri zagrevanju isparava i njegove pare prolaze kroz ekstrakcioni deo i
odlaze u hladnjak gde se kondenzuju i u obliku kapljica padaju u ekstrakcioni deo gde
se rastvaraju ulja. Kada se ekstrakcioni deo napuni etrom, on se prazni sifoniranjem i sa
masnim materijama vra¢a ponovo U balon. Ekstrakcija traje 7-8h. Posle zavrSene
ekstrakcije, hilzna se izvadi iz ekstrakcionog dela, etar predestiliSe u ekstrakcioni deo 1
pre sifoniranja odlije. Baloni sa uljem se stavljaju u suSnicu gde se suSe 2h na

temperaturi 105°C. Tako osus$eni se stave u eksikator 40 minuta i potom mere.
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5.2.2.5. Odredivanje sadrzaja sirove celuloze

Da bi se odredio sadrzaj celuloze u jednom uzorku potrebno je iz njega putem
hidrolize odstraniti proteine, skrob, masne materije i druge svarljive ugljene hidrate.
Metoda se zasniva na tretiranju uzorka sumpornom kiselinom i kalijum-hidroksidom, pa
se ostatak odvoji filtriranjem 1, posle suSenja i zarenja, izmeri. KoriS¢ena metoda za
odredivanje sadrzaja sirove celuloze je Vendeova (Weende) metoda (AFNOR, 1993;
Pravilnik 0 metodama, 1987). Metoda je prilagodena za rad na aparatu Fibertec System
(1010 Heat Extractor i 1020 Cold Extractor) proizvodada Tecator, Svedska.

Reagensi:

o Sumporna Kiselina;

o kalijum-hidroksid;

o antipenusajuci agens (dekalin-dekahidronaftalin);
° aceton.
Rastvori:

o 1,25% sumporne Kiseline (H,SO,);
J 1,25% kalijum-hidroksid (KOH).

Postupak za pripremu rastvora:

1,25% rastvor sumporne kiseline se priprema na slede¢i nacin:
o 6,82 ml koncentrovane sumporne kiseline se postepeno kap po kap doda u 1 litar
destilovane vode uz hladenje.
1,25% rastvor kalijum-hidroksida se priprema na slede¢i nacin:
J Na tehnickoj vagi se odmeri 12,5 g kalijum- hidroksida i rastvori u normalnom sudu
od 1 litar u destilovanoj vodi.

Metoda:
1) Na analitickoj vagi odmeriti 1-1,5 g uzoraka u filter lon¢ice (m,).
2) Filter loncic¢i se postave u stalak koji je pri¢vrS¢en za aparat, prihvate se specijalnom
viljuskom koja kao 1 stalak ima Sest mesta, niveliSu a zatim pazljivo prenose i postavljaju na
aparat.
3) Pritiskom na dole na ru¢nu polugu na aparatu, filter loncici se instaliraju na kolone
za hidrolizu.
4) Okretanjem poluge u levo za reagens R1 dodati 150 ml prethodno zagrejanje

H,SO,, dodati 2-4 kapi dekalina, a zapim pritiskom na dugme za greja¢ na aparatu zagrejati
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smesu u kolonama do kljucanja. Na komandnoj tabli aparata pritiskom na dugme reagens
rastvori se zagrevaju pomocu grejaca koji su postavljeni u plasticne boce na aparatu.

5) Na ¢asovniku aparata podesiti vreme klju¢anja na 30 minuta i kuvati uz kljucanje 30
minuta.

6) Nakon isteka 30 minuta iskljuciti grejac.

7) Okretanjem poluge na gore ,,vakuum” na aparatu odfiltrovati rastvor pa zatim
isprati toplom vodom, koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu na aparatu a
zagrejana je pritiskom dugmeta ,,water*, uz neprestano vakuum filtriranje.

8) Nakon ispiranja u kolone se dodaje 150 ml 1,25% prethodno zagrejanog rasvora
kalijum-hidroksida okretanjem poluge za reagens u desno (R2) na aparatu, dodati 2-4 kapi
dekalina i kuvati 30 minuta da klju¢a kao u slucaju dodavanja rastvora 1 (Ponoviti
postupke pod tackama 5, 61 7).

9) Prihvatiti filter lonc¢ice sa specijalnom viljuskom, osloboditi filter lon¢ice sa kolona,
vratiti na stalak za filter lonciée, iznivelisati i pazljivo preneti na deo aparata za hladnu
filtraciju. Ru¢nom polugom koja se nalazi na delu aparata za hladnu filtraciju
povlacenjem na dole fiksirati filtar lonc¢ice.

10)  Isprati tri puta acetonom.

11)  Viljuskom prihvatiti filter lon¢ice i oslobadanjem poluge, preneti ih u stalak i
nivelisati. Skinuti viljusku sa filter lon¢i¢a 1 rukom preneti u petri Solju.

12)  Filter lonci¢e u petri Solji u susnicu koja je prethodno zagrejana na temperaturu od
105°C 1 susiti do konstantne mase (12 ¢asova).

13)  Osusene uzorke hladiti u eksikatoru 60 minuta i meriti na analiti¢koj vagi (myp).

14)  Filter lonciée sa uzorkom preneti u pec¢ za zarenje na ulazni deo peci da se zagreju, a
zatim ih maSicama pomeriti u unutrasnjost peci 1 zariti (da pepeo pobeli ) najmanje tri Casa
na 500°C.

15)  Posle zarenja filter lon¢i¢e maSicama pomeriti ka ulaznom delu peci za Zzarenje da se
malo ohlade i potom ih preneti u eksikator.

16)  Filter loncice hladiti u eksikatoru oko 60 minuta i potom meriti na analitickoj vagi

(mg).
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Izradunavanje:

Sadrzaj celuloze izrazava se u procentima mase i izraCunava po sledecoj

formuli:
S Cetuloze (%) = =5+ 100 (6)
gde je:

° mM; - masa filter loncica sa uzorkom, (g);

o M, - masa filter loncica sa uzorkom posle susenja, (g);

. M3 - masa filter lon¢ica sa uzorkom posle Zarenja, (g).

Sadrzaj celuloze racunat na suvu materiju dobija se iz formule:
S ((y) — S Celuloze . 100 (7)
Celuloze,S.M.\ 70 Mg

Kao rezultat uzima se srednja aritmeticka vrednost najmanje dva uporedna

odredivanja. Razlika izmedu rezultata dve paralelne probe ne sme biti ve¢a od 1%.
5.2.2.6. Odredivanje sadrzaja pepela

Princip i primena:

Princip se zasniva na spaljivanju uzorka na temperaturi od 580°C i merenju
dobijenog ostatka.

Aparati i pribor:

Koriste se sledeci pribor:
1) mlin za usitnjavanje zrna, koji se lako Cisti i koji brzo melje, bez osetnog

zagrevanja mlina;

2) posuda za spaljivanje (tigl) ravnog dna od porculana;

3) ploca s elektricnim zagrevanjem ili Bunzenov plamenik;

4) pec¢ s regulatorom temperature 1 dovoljnim strujanjem vazduha;

5) eksikator sa tubusom i perforiranom plocom od porculana ili aluminijuma, koji

je snabdeven efikasnim sredstvom za suSenje (npr. kalcijum-hlorid, fosfor-pentoksid ili
silikagel);
6) analitiCka vaga, s tacnos$¢u od 0,0001 g;

7) termorezistentna ploca.
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Postupak:

Ocis¢ene posude za sagorevanje zare su u peéi pri temperaturi od 580°C u
trajanju od 2h, hlade u eksikatoru najmanje 1h do sobne temperature i izmere sa
tacnosc¢u 0,001 g. Od pripremljenog (samlevenog) uzorka, koji je prethodno osusen i
odredena mu je vlaga, odmeri se 2 - 3 g (ako se o¢ekuje da ¢e vrednost pepela biti iznad
1%) 1 rastresito rasprostre u sloju jednake debljine u iZarene posude za spaljivanje. Ako
se ocekuje da ¢e sadrzaj pepela u suvoj materiji biti manji od 1% odmerava se 5 —6 ¢
uzorka.

Da bi se postiglo ujednaceno sagorevanje proizvoda, sadrzaj posude treba
neposredno pre sagorevanja preliti sa 1 do 2 mlvodonik-peroksida. Posuda sa
odmerenim uzorkom najpre se zagreva na elektri¢noj grejnoj ploc¢i ili na Bunzenovom
plameniku. Treba nastojati da se pri sagorevanju ne pojavi plamen i sagorevanje
nastaviti do potpunog ugljenisanja. Cim se sadrzaj u posudi ugljenide, posuda se
pazljivo unosi u pe¢, prethodno zagrejanu do temperature od 580°C. U peéi mora biti
obezbedeno strujanje vazduha i kad su vrata zatvorena ali ne toliko jako da odnosi
delove supstance iz posude. Uzorci se zare 10-12h. Sagorevanje se smatra zavrSenim
kad je ohladeni ostatak bele boje.

Kad se sagorevanje zavr$i, posuda se izvadi iz pe¢i 1 hladi 1 minut na
termorezistentnoj ploci, a zatim se stavi u eksikator da se ohladi do sobne temperature.
Zbog higroskopnosti pepela, uzorak se brzo izmeri, sa tacnoséu 0,001 g. Postupak
zagrevanja, hladenja i merenja ponavlja se sve dok se dobije konstantna masa, odnosno
da razlika dva uzastopna merenja izmedu dodatnog spaljivanja (za vreme od 1h) ne
bude veca od 0,0002 g. Na istom uzorku izvode se najmanje dva odredivanja.

Izraunavanje:

Sadrzaj pepela Spepela 1Zrazava se u procentima mase u odnosu na suvu materiju 1

izracunava po sledecoj formuli:

m;.100 100

Spepeta (%) = — == 1507y (8)
gde je:
o mo - masa uzorka za ispitivanje, (9);
o m; - masa ostatka, (g);
o V - koli¢ina vode u ispitivanom uzorku, (%).
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Kao rezultat uzima se aritmeticka sredina dva odredivanja ako su zadovoljeni
uslovi ponovljivosti. Rezultat se izrazava sa dve decimale.

Ponovljivost:

Pri paralelnim odredivanjima na istom uzorku odstupanje u koli¢ini pepela ne
sme biti vece od: 0,02 (apsolutne vrednosti) ako je koli¢ina pepela manja od 1% (w/w);
2% srednje vrednosti ako je koli¢ina pepela ve¢a od 1% (w/w). Ako su navedene

granice prekoracene, ispitivanje se mora ponoviti sa dva paralelna odredivanja.

5.2.2.7. Odredivanje svarljivosti suve materije in vitro enzimskom metodom

(pepsin-celulazna metoda)

Svarljivost suve materije odredivano je metodom koju su predlozili Aufréré i

Demarquilly (1989).

Reagensi:

1) Hlorovodonic¢na kiselina (0,1 N HCl);

2) Pepsin (Merck 2000FIP U/g 1077190);

3) Natrijum-acetat x 3H,0;

4) celulaza ,,Onozuka R 10" (1.02321.0025*MC Merck).
Za rad su potrebni:

o Stakleni filter lon¢i¢i: pre€nik 30 mm, visina 146 mm, od sinterovanog stakla

porozitet filtera 2, proizvodac ,,UNIGLAS* Subotica.

J Silikonski zapus$aci: pre¢nik 30/38 mm, visina 35 mm.

Rastvori:
1) 0,1% rastvor pepsina (Ravnomerno rastvoriti 2g pepsina u 0,1 N HCI i dopuniti do
1000 ml)
2) Acetatni pufer (Rastvoriti 6,8 g CH3COONa-3H,0 u destilovanij vodi, podeseti pH na
4,8 pomocu koncentrovane sircetne kiseline ukapavanjem Pasterovom pipetom i dopuniti do
1000 ml)
3) Rastvor celulaze (Rastvoriti 1g celulaze u 1000 ml rastvora natrijum acetata

pripremljenog prema gore opisanom postupku).

Postupak:
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1) Samleti uzorak u mlinu sa sitom promera otvora 0,8-1mm i odrediti sadrzaj suve
materije (suSenjem na 103°C).

2) Ciste filter longiée Zariti 3h na 500°C.

3) Izvaditi filter loncice u eksikator da se ohlade.

4) Meriti jedan po jedan prazan filter lonci¢ na analitickoj vagi sa 4 decimale 1 u svaki
odmeriti po 0,5g uzorka u tri ponavljanja.

5) Filter loncice sa donje strane zatvoriti silikonskim zapusacima.

6) U svaki filter lonci¢ sipati po 50 ml rastvora pepsina koji je prethodno zagrejan u

vodenom kupatilu na 40°C + 1°C.

7) Zatvoriti filter loncice sa gornje strane silikonskim zapusacima.
8) Staviti filter lon¢i¢e u termostat (vodeno kupatilo) zagrejan na 40°C + 1°C i inkubirati
24h.

9) Filter lon¢iée sa sadrzajem blago promuckati posle 1, 6 i 22h od trenutka stavljanja na
inkubiranje.
10)  Po isteku 24h izvaditi filter lon¢iée iz termostata (vodenog kupatila).
11)  Staviti filter lon¢i¢e 30min u suSnicu koja je zagrejana na 80°C + 1°C (radi hidrolize
skroba).
12)  Izvaditi filter lon¢ice iz susnice i skinuti im gornje zapuSace.
13)  Jednom po jednom filter loncicu skidati donji silikonski zapuSac, stavljati ga na
vakum bocu i filtrirati sadrza;.
14)  Talog u svakom filter lon¢icu isprati tri puta sa po 80ml (ili vise) destilovane vode
zagrejane na 80°C.

Napomena: VVoda ispod filtra mora biti bistra.
15)  Zatvoriti filter lon¢ice sa donje strane silikonskim zapusa¢ima.
16) U svaki filter lonci¢ sipati po 50ml sveze pripremljenog rastvora celulaze zagrejanog
u vodenom kupatilu na 40°C + 1°C.
17)  Zatvoriti filter lon¢ice sa gornje strane silikonskim zapuSacima.
18)  Staviti filter lon¢i¢e u termostat (vodeno kupatilo) koji je zagrejan na 40°C + 1°C i
inkubirati 24h.
19)  Filter loncice sa sadrzajem blago promuckati posle 1, 6 i 22h od trenutka stavljanja na
inkubiranje.
20)  Po isteku 24h izvaditi filter lon¢ice iz termostata (vodenog kupatila).

21)  Skinuti gornje silikonske zapusace sa filter loncica.
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22)  Jednom po jednom filter lon¢i¢u skidati donji silikonski zapuSac, stavljati ga na
vakuum bocu i filtrirati sadrzaj.
23)  Talog u svakom filter lonéicu isprati tri puta sa po 80ml (i vise) destilovane vode
zagrejane na 80°C.

Napomena: VVoda ispod filtra mora biti bistra.
24)  Preneti filter lon¢ice sa talogom u susnicu zagrejanu na na 103°C £ 1°C i susiti 48h.
25)  Izvaditi filter loncice sa talogom u eksikator da se ohlade.

26)  Izmeriti filter lon¢iée sa talogom na analiti¢koj vagi sa Cetiri decimale.

. Mo — masa prazne posude, (g);
. m, — masa prazne posude + talog (suva materija), (g);
. Ms— masa prazne posude + pepeo (pepeo), (9);
. Eswm — sadrzaj suve materije u uzorku, (g);
. Eom — sadrzaj organskje materije u uzorku (suva materija — pepeo), (9);
° Ssm — svarljivost suve materije odredena pomocu celulaze, (%);
. Som — svarljivost organske materije odredena pomocu celulaze, (%);
Som (%) = ZM=IZI0) . 109 ©)
sM
Som (%) = EOM_(;“;“‘Z). 100 (10)
oM

Dozvoljeno je odstupanje izmedu dve paralelene probe je £1%. U slucaju veceg

odstupanja, analizu treba ponoviti.
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5.2.3. Izvodenje dvojno-enzimske hidrolize

Hidrolizti kuruznog brasna su dobijani dvojno-enzimskom hidrolizom skrobne
suspenzije sa komercijalnim enzimskim preparatima: Termamyl SC, aktivnosti 133
KNU/g (KNU odnosno Kilo Novo Jedinica a-amilaze je koli¢ina enzima koja
razgraduje 5,26 g skroba u toku jednog sata) i SAN Extra L deklarisane aktivnosti od
437 AGU/g (AGU je koli¢ina enzima koja hidrolizuje 1umol maltoze u minutu pod
specifikovanim uslovima).

Skrobna suspenzija je pripremljena meSanjem kukuruznog brasna i vode u
odnosu (pri hidromodulu) 1:2,5, 1:3 i 1:4. Suspenziji je dodato 60 ppm Ca** jona, u vidu
CaCl,-2H,0, radi stabilizacije enzima i nekoliko kapi 1M NaOH za podesavanje pH
vrednosti na 6,0. Faza uteCnjavanja (likvefakcije) skroba je izvodena sa razli¢itim
koncentracijama enzimaTermamyl SC na temperaturi 85°C u trajanju od 1 h.

Nakon zavrSetka faze utecnjavanja skroba smeSa je ohladena, i pH vrednost
podesena na 5,0 pomocu 1M rastvora sumporne kiseline. Faza oSecerenja
(saharifikacije) skroba izvodena je sa razli¢itim koncentracijama enzima SAN Extra L
na temperaturi 55°C u trajanju od 4 h. Obe faze hidrolize izvodene su u balonima u
vodenom kupatilu sa konstantnim meSanjem (150 rpm).

U cilju ispitivanja kinetike enzimske hidrolize, uzorci za odredivanje
koncentracije glukoze analizirani su na svakih sat vremena.

Pri optimizaciji faze likvefakcije i saharifikacije pored promene koncentracije
glukoze, pracena je i promena prinosa glukoze, dekstroznog ekvivalenta i procenta od
teorijske koncentracije glukoze tokom enzimske hidrolize. Dekstrozni ekvivalent je
merilo stepena hidrolize skroba, odnosno indikator stepena hidrolize skroba do Secera i
predstavlja procenat hidrolize glikozidnih veza u odnosu na pocetni broj glikozidnih
veza, odnosno sadrzaj redukukjuéih Secera izrazen kao glukoza (dekstroza) na suvu
materiju (g glukoze/100 g suve materije). Tako glukoza ima dekstrozni ekvivalent 100,
maltoza 50, a skrob priblizno 0. Jednafine za izraCunavanje prinosa glukoze,
dekstroznog ekvivalenta (Baras i sar., 1992) i procenta od teorijske koncentracije

glukoze (Thomas i sar., 1996) su sledece:
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Mg pot
cg = Kz’me (11)
Yps = cj—' (12)
o Cs— podetna koncentracija skroba u suspenziji, (g 1™);
J M; poz — pocetna masa skroba u brasnu odredenog hibrida, (g);
o Vsuspenzije — Zapremina suspenzije, (1);

. Y s — prinos glukoze, (g g™);

o Cqiu— eksperimentalna koncentracija glukoze, (g Iy
— Sglu,

DE = 2%-100 (13)
o DE — dekstrozni ekvivalent, (%);
. Cqiu— eksperimentalna koncentracija glukoze, (%);
. SM — sadrZaj suve materije kukuruznog brasna, (%);

% 0d Cgry teor = 222 100 (14)

glu,teor

o % od Cqiureor — Procenat od teorijske koncentracije glukoze, (%);
o Cqluexp — €ksperimentalna koncentracija glukoze, (g Ihy;
. Cqluteor — teorijska koncentracija glukoze, (g I™:;

Cgluteor = Cs* 1,111 (15)
. Cs — pocetna koncentracija skroba u suspenziji, (g 1™%);
. Faktor 1,111 je izveden na osnovu Cinjenice da je potreban 1 molekul vode za

hidrolizu svake glikozidne veze u skrobu. Na osnovu stehiometrijske jednacine
hidrolize skroba do glukoze, ovaj faktor je jednak odnosu 180n/(162n + 18), gde je n
broj ostataka glukoze u polimeru skroba.

5.2.4. Priprema laboratorijske kulture kvasca

Kultura kvasca je ¢uvana na kosom sladnom agaru na +4°C, a za potrebe
eksperimenata aktivirana je u sladnom bujonu koriS¢enjem tehnike pasaziranja (3 puta).
Zasejavanje 50 ml sladnog bujona vrseno je 24h pre pocetka alkoholne fermentacije
koris¢enjem 1% inokuluma. Inkubacija se odvijala u termostatu na temperaturi od 30°C
i trajala 24h. Nakon inkubacije podloga je zamucena bez promene boje, nema

povrsinskog rasta, a formiran talog je sitnozrn i beo. Ovako dobijena sveza kultura je
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koriS¢ena za inokulaciju hidrolizata kukuruznog brasna. Jedan litar podloge sladni agar
sadrzi 20 g sladnog bujona (17 g sladnog ekstrakta i 3 g peptona) 1 18 g agara koji se
dodaje za oc¢vrscavanje mikrobioloskih podloga. Podloga je sterilisana u autoklavu na

temperaturi od 120°C i pritisku od 1,5 bar u periodu od 30 minuta.

5.2.5. Odredivanje ukupnog broja Celija kvasca Kohovom metodom

agarne ploce

Kvantitativno odredivanje broja ¢elija kvasca vrSeno je indirektnom metodom
za brojanje ¢elija po Kohu. Ova metoda se sastoji iz tri osnovne etape:

1) priprema razredenja;

2) zasejavanje i inkubiranje;

3) brojanje izraslih kolonija i izraCunavanje ukupnog broja zivih ¢elija u 1 ml

ispitivanog uzorka.

Iz dobro izmesanog hidrolizata uzme se uzorak od 1 ml koji se zatim rastvori u 9
ml fizioloskog rastvora, &ime se dobija razblazenje od 10™. RazblaZivanja se vrie u
epruvetama sa sterilnim fizioloSkim rastvorom. Potom se vr$i serija razblaZenja, tako da
je svako sledece razblazenje deset puta veée od prethodnog. Po 1 ml iz epruveta sa
razblaZenjima 10% 10°i 10°® prenosi se pipetom u Petri Solje prelivene hranljivom
podlogom sladni agar. Inkubacija Petri Solja vr$i se u termostatu na 30°C u trajanju od
48h. U Petri Soljama sa 30-300 kolonija broje se sve kolonije. Brojanje se vrsi golim
okom ili lupom. Prilikom brojanja Petrijeva kutija se postavlja tako da je poklopac sa
donje strane a dno sa gornje, pa se spolja po staklu svaka izbrojana kolonija obelezi
flomasterom za staklo. Radi lakSeg brojanja, dno Petrijeve kutije se podeli na jednake
sektore, izbroje se kolonije u nekoliko sektora, nade srednja vrednost i pomnozi

ukupnim brojem sektora (slika 5.1).
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Slika 5.1. Petri Solja sa kolonijama kvasca

Ukupan broj zivih ¢elija u 1 ml hidrolizata dobija se mnozenjem ukupnog broja
kolonija izbrojanih na Petri Solji sa odgovaraju¢im razblaZenjem. U slu¢aju da postoje

prisutne Celije kod sva tri razblazenja, trazi se srednja vrednost broja ¢elija.

N=m'n (16)
gde je,

o N — broj ¢elija;

o m — broj kolonija (srednja vrednost vi§e merenja);

. n —razredenje.

Ako Petri Solje sadrze preko 300 kolonija, najbolje je brojanje vrSiti pomocu
aparata za brojanje kolonija sa montiranom lupom 1 staklenom povrSinom koja se
odozdo osvetljava i na kojoj su ucrtani kvadrati povrine 1 cm?. Brojanje kolonija se
vr$i na raznim mestima ploce sa razli¢itom gustinom kolonija. IzraCunava se srednja
vrednost za jedan kvadratni centimetar te se pomnoZzi sa povrSinom ploce 1 razredenjem

¢ime se dobija ukupan broj zivih ¢elija u 1 ml ispitivanog supstrata.

v 2

Slika 5.2. Aparat za brojanje kolonija
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5.2.6. lzvodenje alkoholne fermentacije

Alkoholna fermentacija hidrolizata kukuruznog brasna je izvodena u anaerobnim
uslovima, u Sarznom postupku sa izabranim kulturama kvasaca na temperaturi od 30°C,
u vodenom kupatilu bez mesanja. Pre pocetka fermentacije hidrolizat je obogacen
faktorima rasta: 0,4 g I MgSOa, 2,0 g I (NH4)2S04 i 4,0 g I KH,PO,. U toku
fermentacije vrSeno je korigovanje pH vrednosti na 5.

U eksperimentima su koris¢ene slobodne celije kvasca S. cerevisiae var.
ellipsoideus pri koncentraciji inokuluma 2% (v/v). Tok fermentacije je pracen
odredivanjem promene sadrzaja etanola i koncentracije glukoze. Kinetika fermentacije
je pracena u toku razli¢itih vremenskih intervala: 24, 36, 48 i 72h radi odredivanja
optimalne duzine trajanja alkoholne fermentacije, pri razli¢itim uslovima odvijanja
eksperimenata. Tokom fermentacije pracena je 1 promena parametara kao §to su: prinos
etanola, procenat od teorijskog sadrzaja etanola, volumetrijska produktivnost i potroSnja
glukoze. Ovi procesni parametri racunaju se prema slede¢im jednacinama (Caylak 1 sar.,
1998):

Cglu

Yp/s = % (17)
. Y pis— prinos etanola, (g g™)
. Cet — eksperimentalni sadrzaj etanola, (%);
o Cs— pocetna koncentracija skroba u suspenziji, (g 1™%);

% 0d Ceg teor = CL 100 (18)

et,teor

J % 0d Cet teor — procenat od teorijskog sadrzaja etanola, (%);
° Cet— eksperimentalni sadrZaj etanola, (%);
° Cet teor — teorijski sadrzaj etanola, (%);

Cet,teor = Cglu,teor * 0,51 (19)

— Cet

P=- (20)
. P — volumetrijska produktivnost, (g I"* h™);
J Cet— eksperimentalni sadrZaj etanola, (g 1™);
o T — vreme fermentacije, (h);

POTROSNJA GLUKOZE(%) = -Eir—furt_. 109 (21)

glu,poc.

J Cglu,pos. — poCetna koncentracija glukoze u hidrolizatu, (g I™;
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. Cqiukr. — Krajnja koncentracija glukoze, (g I™).

5.2.7. Izvodenje postupka simultane saharifikacije i fermentacije (SSF)

U eksperimentima u kojima se izvodi postupak simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF proces), nakon zavrSene faze uteCnjavanja skroba suspenzija se
ohladi i koriguje se pH vrednost na 5,0 pomocu 1 M rastvora sumporne Kiseline.
Istovremeno se dodaju: enzim SAN Extra L (u optimalnoj koncentraciji koja je
odredena u prethodnim eksperimentima enzimske hidrolize) i slobodne ¢elije kvasca S.
cerevisiae var. ellipsoideus (pri koncentraciji inokuluma od 2% v/v). Simultana
saharifikacija i fermentacija izvodena je u balonima u vodenom kupatilu. U jednom setu
eksperimenata u vodenom kupatilu je primenjivano mesanje brzinom 100 rpm, a drugi
set eksperimenata je vrsen bez mehanickog mesanja. Kinetika SSF procesa je ispitivana

u toku 48h, na temperaturama 30°C.
5.2.8. Odredivanje sadrzaja redukujuéih Secera u hidrolizatu

Sadrzaj redukuju¢ih Sefera, odnosno sadrzaj glukoze je odredivan
spektrofotometrijskom metodom sa 3,5-dinitrosalicilnom kiselinom (DNS). Ovom
metodom se odreduje prisustvo slobodne karbonilne grupe (C=0O) kod redukujucih
SeCera. To podrazumeva oksidaciju aldehidne funkcionalne grupe (kod glukoze),
odnosno keto funkcionalne grupe (kod fruktoze) do karboksilne grupe. Oksidacija se
odvija u prisustvu 3-amino,5-nitrosalicilne kiseline u alkalnoj sredini sa karakteristi¢nim

crveno-smedim obojenjem. Reakcija je prikazana na slici 5.3.
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OH 3.5-dinitrosalicilna kiselina 3-amino, 5-nitrosalicilna kiselina
O _OH O~ OH
"o o
Glukoza - =5
) : O+ +_0 O+
(prstenasta konformacija) ~ N N7 e
I | 'ﬁ' N2
(0] o~ Reakeija redukeije 0
(zuto) (smede)
| [ —_
- Reakcija oksidacije C
R H R™ “OH
Karboksilna grupa

Ghikoza Aldehidna grupa
(lanc¢ana konformacija)

Slika 5.3.Mehanizam reakcije glukoze sa 3,5-dinitrosalicilnom kiselinom

U te¢nom rastvoru glukoza postoji u dva konformaciona oblika — prstenastom i
lanCanom koji su u ravnotezi. U prisustvu 3,5-DNS, aldehidna grupa glukoze se
oksiduje do karboksilne grupe, dok se 3,5-dinitrosalicilna Kiselina redukuje do 3-
amino,5-nitrosalicilne kiseline.

Reagensi:

o 1% rastvor 3,5-dinitrosalicilne kiseline:
- 10 g 3,5-dinitrosalicilne kiseline

- 0,5 g natrijum-sulfita, Na;SO3

- 10 g natrijum-hidroksida, NaOH

- dodati destilovanu vodu do 1 I.

o 40% rastvor kalijum-natrijum-tartarata.

Postupak izvodenja eksperimenta:

1 ml uzorka (filtrata hidrolizata) se pipetom prenese u normalni sud od 100 ili
250 ml u zavisnosti od o¢ekivane koncentracije glukoze, koji se zatim postepeno dopuni
destilovanom vodom do crte. Nakon toga se sadrzaj promesa. Iz normalnog suda se
uzme 3 ml razblaZenog rastvora Secera i1 prenese u epruvetu, a zatim doda 3 ml rastvora
dinitrosalicilne kiseline. Kontrolni uzorak za kalibrisanje spektrofotometra se pravi tako
Sto se umesto 3 ml razblaZzenog rastvora SeCera doda 3 ml destilovane vode, dalji

postupak je identican.
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Epruvete se zatvore i kuvaju u kljucaloj vodi 5-15 minuta do postizanja crveno-
smedeg obojenja. Kontrolni uzorak zadrzava zutu boju. Potom se u topao rastvor dodaje
1 ml rastvora kalijum-natrijum-tartarata kako bi se stabilizovala boja. Sadrzaj u
epruvetama se hladi do sobne temperature i meri apsorbanca na spektrofotometru
podesenom na talasnu duzinu 570 nm. Koncentracija redukujucih Secera, izrazenih kao
glukoza, odreduje se iz standardne krive dobijene merenjem apsorbance rastvora
glukoze poznatih koncntracija na talasnoj duzini 570 nm.

U tabeli 5.3. su prikazane vrednosti apsorbance za standardne koncentracije
rastvora glukozem a na slici 5.4. je prikazana standardna kalibraciona kriva zavisnosti

koncentracije glukoze od apsorbance izmerene na talasnoj duzini od 570 nm.

Tabela 5.3. Zavisnost apsorbance na A=570 nm od koncentracije standardnog rastvora

glukoze

Koncentracija | Apsorbanca na
glukoze, g I 570 nm

0,50 0,29

1,00 0,59

1,25 0,73

1,50 0,87

2,50 1,48

w

N
5

-

N

[

Koncentracija glukoze, g/l
o =
(95] wv

o

0 0,5 1 1,5 2
Apsorbanca na A=570 nm

Slika 5.4. Kriva zavisnosti koncentracije rastvora glukoze od apsorbance na A=570 nm

Jednacina krive prikazane na slici je y= 1,683-x + 0,016 pa se koncnetracija

redukujucih Secera, izraZenih kao glukoza, izraCunava prema sledecoj jednacini:

Coiu = (1,683-A + 0,016)-R , r*=0,999 (22)
gde je:
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. Cqiu — koncentracija glukoze, (g I™);

o A — apsorbanca na talasnoj duzini 570 nm;

. R —razblazenje rastvora Secera (100 ili 250)

o r* - koeficijent determinacije ili kvadrat koeficijenta korelacije.

5.2.9. Odredivanje sadrzaja bioetanola

Metoda se zasniva na zavisnosti gustine destilata etanola od sadrzaja etanola
(Rajkovi¢ i sar., 1983). Posto je etanol specifi¢no laksi od vode, sa porastom njegovog
sadrzaja u vodi opada gustina destilata. Rauscher i Voidt su dali tabelu zavisnosti
gustine od sadrZaja etanola u vodi na temperaturi od 20°C (tabela je data u prilogu).
Pored etanola destiliSu i druge isparljive materije koje nastaju u toku fermentacije. U
vedini slucajeva sadrzaj isparljivih komponenata je veoma nizak pa se njihov uticaj na
gustinu moze zanemariti. Za destilaciju se koristi aparatura prikazana na slici 5.5.

Postupak:

Pre pocetka destilacije potrebno je na analitickoj vagi izmeriti masu praznog
piknometra (zapremine 50 cm?®), kao i masu piknometra napunjenog destilovanom
vodom.

U prethodno izmereni balon zapremine 300-500 cm® odmeri se n grama (oko 40
g) fermentisane suspenzije. Zatim se sud spoji pomocu gumenog zatvaraca sa
Libigovim hladnjakom. Destilat se prihvata u praznom piknometru, koji moze da bude

uronjen u posudu sa ledom.

: ‘Q‘(—\‘J*
F- 5 i) b

e

—

Slika 5.5. Aparatura za destilaciju
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Balon se mora zagrevati tako da se destilacija zavrsi u toku 30-45 minuta. Nakon
zavrSene destilacije, piknometar se dopuni destilovanom vodom i suv odmeri na
analitickoj vagi.

Sadrzaj etanola u destilatu se odreduje merenjem gustine p?° prema sledecoj

jednacini:
20 _ (C-A)
- (23)
o A — masa praznog piknometra, (g);
. B — masa piknometra sa destilovanom vodom, (g);
. C — masa piknometra sa destilatom, (g);

Na osnovu izraunate vrednosti p? iz tabele I (u prilogu) o€itava se sadrZaj
etanola u destilatu (u masenim %), a potom se sadrzaj etanola u fermentisanoj suspenziji

izracunava prema sledec¢oj jednacini:

ot = &2 (24)
. Cet — sadrZaj etanola, (% w/w);
J a — masa destilata, odnosno izraz (C-A) iz jednacine 21;
o ¢ — sadrzaj etanola u destilatu u masenim % (iz tabele I);
o n —masa uzetog uzorka, (g).

5.2.10. Odredivanje kvaliteta suve kukuruzne dZibre

Uzorci dzibre su pripremljeni tako Sto je nakon zavrSenog procesa fermentacije
dekantovana ukupna dZibra i1 suSena u ventilacionoj suSnici na 60°C u trajanju od 48h.
Potom su uzorci usitnjeni u avanu i samleveni u laboratorijskom mlinu sa rotiraju¢im
metalnim sec¢ivom i vodenim hladenjem. U tako pripremljenim uzorcima je odreden
procenat vlage, odnosno sadrzaj suve materije gorenavedenom metodom (odeljak
5.2.2.1).

Sadrzaj vlakana: NDF, ADF, ADL, hemiceluloze i celuloze u uzorcima dzibre
odreden je prema metodologiji koju je uspostavio Van Soest (Van Soest, 1963; Van
Soest i Wine, 1967; Goering i Van Soest, 1970; Van Soest i sar., 1991; Mertens, 1992),

uz odgovaraju¢e modifikacije. Metode su modifikovane za rad na aparatu "Fibertec
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system-Heat Extractor: 1010,1021" proizvoda¢a Tecator, Svedska. Analize se vrie u
dve paralelne probe, a dozvoljena razlika izmedu dve paralelne probe je 1%.

Savremena podela ugljenih hidrata biljnih hraniva izvrSena je na ugljene hidrate
koji poticu iz celijskih zidova (opni biljnih ¢elija) i ugljene hidrate koji su sadrzani
unutar biljnih ¢elija. Prema toj podeli ovi ugljeni hidrati se svrstavaju u tri osnovne
grupe: NDF (Neutral Detergent Fibres), ADF (Acid Detergent Fibres) i NFC (Nonfiber
Carbohydrates, nevlaknasti ugljeni hidrati, engl.). Prva grupa sastoji se od
hemiceluloze, celuloze i lignina a druga od celuloze i lignina. Ove dve grupe ugljenih
hidrata poticu iz ¢elijskih zidova. NFC, odnosno tre¢u grupu ugljenih hidrata biljnih
hraniva Cine: skrob, Seceri, pektin i B-glukani. SmeSteni su unutar same biljne celije.
Lignin se nalazi i u prvoj i u drugoj grupi, a u literaturi se ozna¢ava kao ADL (Acid
Detergent Lignin) (Peji¢, 1994).

NDF (skra¢eno od Neutral Detergent Fibres, vlakna nerastvorljiva u neutralnim
deterdzentima, engl.) sastoji se od hemiceluloze, celuloze i lignina. Predstavljaju vlakna
koja se dobijaju kuvanjem biljnih uzoraka u neutralnom deterdZzentu ¢ime se iz uzorka
uklanjaju: skrob, Seceri, proteini, masti, pektin, B-glukani, kao i pepeo (mineralne
materije) zarenjem uzorka na 500°C. Sa povecanjem sadrzaja NDF-a u nekom hranivu
smanjuje se koli¢ina hraniva koju Zivotinja moZe da unese u organizam (konzumira).

Primena:

Ova metoda primenjuje se za odredivanje NDF vlakana u kabastim 1
koncentrovanim hranivima 1 hrani za Zivotinje. Da bi se odredio sadrzaj NDF-a u
jednom uzorka i znjega je potrebno putem hidrolize odstraniti: skrob, Secere, proteine,

masti, pektin, B-glukane, kao 1 pepeo zarenjem na 500°C.

Reagensi:
o natrijumdodecil-sulfat
o dinatrijum-etilendiamintetraacetat (EDTA)
o natrijum-tetraborat

o dinatrijumhidrogen-fosfat (Na,HPO,4 x 12 H,0)

° metil-celosol

° dekalin

° aceton

o natrijum-sulfat

Doktorska disertacija Valentina Semencenko

153



Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Rastvor deterdzenta za reagens 1 (R1) pH 6.9-7,1:

Rastvoriti u 1000 ml destilovane vode:
30,0 g natrijumdodecil-sulfata;

18,61 g dinatrijum-etilendiamintetraacetata;
6,81 g natrijum-tetraborata;

7,77 g dinatrijumhidrogen-fosfata i

10,0 ml metil-celosola.

Sve reagense rastvoriti u manjoj koli¢ini destilovane vode u normalnom sudu od

1000 ml uz povremeno zagrevanje na resou. Nakon toga normalni sud dopuniti do 1000

ml. Proveriti pH vrednost rastvora. Ako se pH vrednost rastvora krece u opsegu od 6,9

do 7,1 rastvor se moze koristiti, a u suprotnom pH vrednost se koriguje dodavanjem

nekoliko kapi 1N hlorovodoni¢ne kiseline ili 10N natrijum hidroksida.

Metoda:

1) Na analiti¢koj vagi odmeriti 1-1,5g uzorka u filter lon¢ic¢e (my);

2) Izmeriti 0,5g natrijum sulfata u plasti¢nim tacnicama za merenje;

3) Dodati 0,5g natrijum sulfata u svaki filter lon¢i¢;

4) Filter lonci¢i se postave u stalak koji je pri€vrS¢en za aparat, prihvate se
specijalnom viljuskom koja kao i stalak ima 6 mesta, niveliSu se, a zatim se
pazljivo prenose 1 postavljaju se na aparat;

5) Pritiskom na dole na ru¢nu polugu na aparatu, filter lonc¢i¢i se instaliraju na
kolone za hidrolizu;

6) Okretanjem poluge u levo za reagens R1, dodati 100ml predhodno zagrejanog
rastvora (rastvor deterdZenta za reagens 1 pH 6,9-7,1) i 2 ml dekalina;

7) Vratiti poluge za reagens 1 u pocetni poloZaj;

8) Pritiskom na dugme za greja¢ zagrejati smeSu u kolonama do kljucanja (Na
komandnoj tabli aparata pritiskom na dugme ,,reagens” rastvori se zagrevaju
pomocu grejaca koji su postavljeni u plasti¢ne boce na aparatu);

9) Na casovniku aparata podesiti vreme klju¢anja na 60 minuta i kuvati uz
kljucanje 60 minuta;

10)  Nakon isteka 60 minuta iskljuciti grejac;
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11)  Okretanjem poluge ,,vakuum” na gore na aparatu odfiltrovati rastvor, pa zatim
ispratim toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu, a
zagrejana je pritiskom ,,water” dugmeta uz neprekidno vakuum filtriranje;

12)  Viljuskom prihvatiti filter loncice i osloboditi ih sa kolona, vratiti na stalak za
filter lonCice, iznivelisati 1 pazljivo preneti na deo aparata za hladnu filtraciju;

13)  Ru¢nom polugom koja se nalazi na delu aparatu za hladnu filtraciju fiksirati
filter loncice;

14)  Isprati tri puta acetonom;

15)  ViljuSskom prihvatiti filter lonci¢e i oslobadanjem poluge preneti ih u stalak i
nivelisati. Skinuti viljuSku sa filter lon¢i¢a i rukom ih preneti u Petri Solju;

16)  Filter loncCi¢e zajedno sa Petri Soljom preneti u susnicu koja je prethodno
zagrejana na 105°C i susiti do konstantne tezine, odnosno 12 ¢asova;

17)  Osusene uzorke hladiti u eksikatoru 60 minuta i meriti na analiti¢koj vagi (my)

18)  Filter lonci¢e sa uzorkom preneti u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo peci) da se
zagreju, a zatim ih masicama pomeriti u unutra$njost peci i zariti na 500°C
najmanje tri Casa, da pepeo pobeli. Posle Zzarenja filter lon¢i¢e maSicama
pomeriti ka unutra$njem delu peé¢i za Zarenje da se malo ohlade i potom ih
preneti u eksikator;

19)  Filter lonci¢e hladiti u eksikatoru 60 minuta i potom meiti na analiti¢koj vagi
(m3).

Izraunavanje:

Sadrzaj NDF-a na 100 g polaznog uzorka obracunati po slede¢oj formuli:

%NDF = 271 . 10 (25)
my

gde je:

o m;- masa filter lon¢ic¢a sa uzorkom, (g);

J M- masa filter lon¢i¢a sa uzorkom posle susenja, (g);

. M3- masa filter lon¢i¢a sa uzorkom posle Zarenja, (g);

%NDFsy = %;':F - 100 (26)
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ADF (skraceno od Acid Detergent Fibres, vlakna nerastvorljiva u kiselim
deterdzentima, engl), predstavlja najteze svarljivi deo hraniva i sastoje se od: celuloze i
lignina. Hraniva koja sadrze vise ADF-a imaju nize vrednosti sadrzaja svarljive
energije. Da bi se odredio sadrzaj ADF-a u jednom uzorku iz njega je potrebno putem
hidrolize odstraniti: skrob, Secere, proteine, masti, pektin hemicelulozu i1 pepeo
zarenjem na 500°C.

Sadrzaj ADF-a u uzorku moze se direktno odrediti kuvanjem uzorka u reagensu
2 (R2) ili u ostatku uzorka nakon kuvanja u reagensu 1 (R1) ispranom i osu$enom na
105°C prilikom odredivanja sadrzaja NDF-a.

Da bi se odredio sadrzaj ADF-a u jednom uzorku iz njega je potrebno, putem

hidrolize, odstraniti: proteine, skrob, lipide i svarljive ugljene hidrate.

Reagensi:
o koncentrovana sumporna kiselina;
o cetavlon (cetil-trimetilamonijum-bromid);
o dekalin;
. aceton;

Rastvor deterdzenta za reagens 2 (R2):

o koncentrovana sumporna kiselina, 55,72 ml;
o cetavlon, 200,0 ml;
o destilovane vode do 2000,0 ml;

Krajnji normalitet sumporne kiseline je 1N.

Metoda:
1) Na analitickoj vagi odmeriti 1-1,5 g uzorka u filter loncice;
2) Filter lonci¢i se postave u stalak koji je pri¢vrSéen za aparat, prihvate se

specijalnom viljusSkom koja kao 1 stalak ima 6 mesta, niveliSu se, a zatim se pazljivo
prenose i postavljaju na aparat;

3) Pritiskom na dole na ruénu polugu na aparatu filter lonc€i¢i se instaliraju na
kolone za hidrolizu;

4) Okretanjem poluge u desno za reagens R2, dodaje se 100 ml prethodno
zagrejanog rastvora (rastvor deterdzenta za reagens 2) i 2 ml dekalina;

5) Vratiti poluge za reagens 1 u pocetni polozaj;
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6) Pritiskom na dugme za grejac zagrejati smeSu u kolonama do kljuc¢anja (Na
komandnoj tabli aparata pritiskom na dugme ,,reagens" rastvori se zagrevaju pomocu
grejaca koji su postavljeni u plasti¢ne boce na aparatu);

7) Na casovniku aparata podesiti vreme kljuanja na 60 minuta i kuvati uz
kljucanje 60 minuta;

8) Nakon isteka 60 minuta iskljuciti grejac;

9) Okretanjem poluge ,,vakuum" na gore na aparatu, odfiltrovati rastvor, pa zatim
ispratim toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu, a zagrejana je
pritiskom ,,water" dugmeta uz neprekidno vakum filtriranje;

10)  Viljuskom prihvatiti filter lon¢i¢e i osloboditi ih sa kolona, vratiti na stalak za
filter lonciée, iznivelisati i pazljivo preneti na deo aparata za hladnu filtraciju;

11)  Rucénom polugom koja se nalazi na delu aparata za hladnu filtraciju fiksirati
filter loncice;

12)  Isprati tri puta acetonom;

13)  Viljuskom prihvatiti filter lon¢i¢e i oslobadanjem poluge preneti ih u stalak i
nivelisati. Skinuti viljusku sa filter lon¢i¢a i rukom ih preneti u Petri Solju;

14)  Filter loné¢i¢e zajedno sa Petri Soljom preneti u susnicu koja je prethodno
zagrejana na 105°C i susiti do konstantne mase, odnosno 8 ¢asova;

15)  Osusene uzorke hladiti u eksikatoru 60 minuta i meriti na analiti¢koj vagi;

16)  Filter lonCice sa uzorkom preneti u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo peéi) da se
zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutra$njost peci i zariti na 500°C najmanje tri
Casa da pepeo pobeli. Posle Zarenja filter lon¢i¢e maSicama pomeriti ka unutraSnjem
delu peci za Zarenje da se malo ohlade i potom ih preneti u eksikator;

17)  Filter lon¢i¢e hladiti u eksikatoru 60 minuta i potom meriti na analitickoj vagi;

18)  Sadrzaj ADF-ana 100 g polaznog uzorka obracunati po sledecoj formuli;

%ADF = &1=m2) . 10 @7)
my
gde je:
. M;- masa filter lon¢i¢a sa osusenim talogom, (g);
o M,- masa praznog filter loncCica, (g);
. mo- masa odmerenog uzorka, (g);

Odnosno, preraunato na suvu materiju:

%ADF
Mg
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gde je:

. Ms - procenat suve materije u uzorku, (%);

ADL (skraceno od Acid Detergent Lignin, lignin nerastvorljiv u kiselim
deterdzentima, engl) predstavlja sadrzaj lignina u uzorku.

Da bi se odredio sadrzaj ADL-a u jednom uzorku iz njega je potrebno, putem
hidrolize, odstraniti: proteine, skrob, Secere, masti, pektin, B-glukane , hemicelulozu,
celulozu i pepeo Zaarenjem na 500°C (Association of Official Analytical Chemists -
AOAC, 1990).

Reagensi:
. koncentrovana sumporna kiselina;
o cetavlon (cetil trimetilamonijum bromid);
o dekalin;
o aceton;

Rastvor deterdzenta za reagens 2 (R2)

o koncentrovana sumporna kiselina, 55,72 ml;
o cetavlon, 200,0 ml;
o destilovane vode do 2000,0 ml;

Krajni normalitet sumporne kiseline je 1N.

Metoda:
1) Na analitickoj vagi odmeriti 1-1,5g uzorka u filter loncice;
2) Filter lonci¢i se postave u stalak koji je pri¢vrS¢en za aparat, prihvate se

specijalnom viljuSkom koja kao 1 stalak ima 6 mesta, niveliSu se, a zatim se paZljivo
prenose i postavljaju se na aparat;

3) Pritiskom na dole na runu polugu na aparatu filter loncCi¢i se instaliraju na
kolone za hidrolizu;

4) Okretanjem poluge u desno za reagens R2, dodati 100 ml predhodno zagrejanog
rastvora (rastvor deterdZenta za reagens 2) 1 2 ml dekalina;

5) Vratiti poluge za reagens 1 u pocetni polozaj;

6) Pritiskom na dugme za grejac zagrejati smeSu u kolonama do kljuc¢anja (Na
komandnoj tabli aparata pritiskom na dugme ,,reagens" rastvori se zagrevaju pomocu

grejaca koji su postavljeni u plastine boce na aparatu);
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7) Na casovniku aparata podesiti vreme kljucanja na 60 minuta i kuvati uz
kljucanje 60 minuta;

8) Nakon isteka 60 minuta iskljuditi grejac;

9) Okretanjem poluge ,,vakuum" na gore na aparatu, odfiltrovati rastvor, pa zatim
ispratim toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu, a zagrejana je
pritiskom ,,water" dugmeta uz neprekidno vakum filtriranje;

10)  Viljuskom prihvatiti filter lonci¢e i oslobadanjem poluge preneti ih u stalak i
nivelisati. Skinuti viljusku sa filter lonci¢a 1 rukom ih preneti Petri Solju;

11)  Filter lonci¢e zajedno sa Petri Soljom preneti u susnicu koja je prethodno
zagrejana na 105°C i susiti do konstantne tezine, odnosno 8 ¢asova;

12)  Osusene uzorke hladiti u eksikatoru 60 minuta i meriti na analitickoj vagi;

13)  Filter lonCi¢e sa uzorkom preneti u pe¢ za zarenje (na ulazni deo peéi) da se
zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutra$njost peci i zariti na 500°C najmanje tri
Casa da pepeo pobeli. Posle zarenja filter lon¢i¢e masicama pomeriti ka unutrasnje delu
peci za zarenje da se malo ohlade 1 potom ih preneti u eksikator;

14)  Filter lon¢iée hladiti u eksikatoru 60 minuta i potom meriti na analitickoj vagi;
15)  Nakon merenja u filter lon¢ice sipati 72% sumpornu kiselinu (potopi se uzorak)
1 ostaviti tri sata da stoji uz povremeno mesanje sa staklenim Stapicem;

16)  Filter lonci¢i ispirati najmanje tri puta u staklenu vakum bocu hladnom
destilovanom vodom uz meSanje sa staklenim Stapi¢em;

17)  Spric bocom isprati ostatak uzorka sa zidova filter lon¢iéa i staklenog Stapica;
18)  Filter longi¢e preneti u Petri Solju, a potom staviti u susnicu i susiti na 105°C do
konstantne mase (8 ¢asova);

19)  Osusene uzorke preneti u eksikator i hladiti 60 minuta, pa meriti na analitickoj
vagi;

20)  Filter lonc¢i¢e sa uzorkom preneti u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo peéi) da se
zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutra$njost peci i zariti na 500°C najmanje tri
Casa da pepeo pobeli. Posle Zarenja filter lon¢i¢e maSicama pomeriti ka unutrasnjem
delu pe¢i za Zarenje da se malo ohlade i potom ih preneti u eksikator;

21)  Filter lonci¢e hladiti u eksikatoru 60 minuta i potom meriti na analitickoj vagi.

IzraCunavanje:

Sadrzaj ADL-a na 100g polaznog uzorka obracunati po slede¢oj formuli:

%ADL = mq- m, (29)
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gde je:

° m1- masa filter lonc¢i¢a sa uzorkom posle suenja, (g);

° my- masa filter lon¢ica sa uzorkom posle zarenja, (g);
%ADLsy. = %;:)L -100 (30)
gde je:

° Ms - procenat suve materije u uzorku, (%);

Celuloza je jedan od strukturnih ugljenih hidrata celijskog zida biljaka koju
razgraduju mikroorganizmi u buragu preZivara.

Hemiceluloza je polisaharidna frakcija ¢elijskog zida biljaka. Sli¢na je celulozi
ali se samo delimi¢no razlaze u buragu.

Sadrzaj hemiceluloze i ceuloze se dobijaju racunski prema formulama:

Hemiceluloza(%)= %NDF - %ADF (31)

Ceuloza(%)= %ADF - %ADL (32)

Sadrzaj bezazotnih ekstraktivnin materija (skraéeno - BEM, u stranoj
literaturi engl., Nitrogen Free Extract - NFE) izraCunat je primenom jednacine (FAO,
2012):

BEM =100 % - (Y%pepela + %ukupnih vlakana + %ulja + %proteina) (33)

Fiene i sar., (2006) su primenili analizu stepenaste regresije (stepwise regression
analysys) 150 uzoraka suve kukuruzne dZibre sa rastvorenim materijama kako bi razvili
jednacine za predvidanje sadrzaja amino kiselina na osnovu sadrzaja proteina, ulja i
vlakana. Medutim, vrednosti kvadrata koeficijenta korelacije r? za nekoliko jednagina su
niske (arginin, cistein, lizin i triptofan) Sto ukazuje da primena ovih jednacina ne
omogucava precizno odredivanje udela pojedinih amino kiselina u uzorcima dzibre, ali
je i pored toga nasla prili¢no rasirenu prakticnu primenu pa je koris¢ena i u ovom radu

za procenu sadrzaja amino kiselina u kukuruznoj dzibri.
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Tabela 5.4. Jednacine za predvidanje sadrzaja pojedinih amino kiselina suve kukuruzne
dzibre na osnovu sadrzaja proteina, ulja i vlakana (Fiene i sar., 2006)

Amino kiselina Jednacina r’
Arginin Y =0,07926 + 0,0398 x Proteini 0,48
Izoleucin Y =-0,23961 + 0,04084 x Proteini + 0,01227 x Ulje 0,86
Leucin Y =-1,15573 + 0,13082 x Proteini + 0,06983 x Ulje 0,86
Lizin Y =-0,41534 + 0,04177 x Proteini + 0,00913 x Vlakna 0,45
Metionin Y =-0,17997 + 0,02167 x Proteini + 0,01299 x Ulje 0,78
Cistein Y =0,11159 + 0,01610 x Proteini + 0,00244 x Ulje 0,52
TSAA Y =-0,12987 + 0,03499 x Proteini + 0,05344 x Ulje —0,00229 x Ulje2 0,76
Treonin Y =-0,05630 + 0,03343 x Proteini + 0,02989 x Ulje — 0,00141 x Ulje2 0,87
Triptofan Y =0,01676 + 0,0073 x Proteini 0,31
Valin Y =0,01237 + 0,04731 x Proteini + 0,00054185 x Ulje’ 0,81

Ukupna energija predstavlja celokupnu energiju hraniva. Meri se odredivanjem
koli¢ine toplote koja se oslobodi kada se hranivo potpuno oksiduje u kalorimetarskoj
bombi.

Svarljiva energija oznacava koli¢inu energije koju Zivotinja moze da iskoristi.
Ona predstavlja razliku ukupne i fekalne energije. Medutim, u tu vrednost su samo
delimi¢no uracunati gubici energije tokom iskori$¢enja hranljivih materija.

Metaboli¢ka energija predstavlja razliku svarljive energije i energije urina i
gasovitih produkata varenja. Sadrzaj svarljive (SE) i sadrZaj metabolicke energije (ME)

raCunati su na osnovu hemijskog sastava prema formulama (Spiehs i sar., 2002):

SE =4151-(122% pepela) + (23% proteina) + (38% ulja) — (64% ukupnih vlakana) (34)
ME = SE - [1,003 — (0,0021%proteina)] (35)

5.2.11. Laboratorijska metoda mokrog mlevenja zrna kukuruza

Za odredivanje tehnoloskih karakteristika odabranih hibrida kukuruza u
skrobarskoj preradi koriS¢ena je modifikovana laboratorijska metoda mokrog mlevenja
100 grama zrna (Eckoff i sar., 1996). Ovom laboratorijskom metodom mokrog mlevenja
kukuruzno zrno se uspesno razdvaja na svoje osnovne konstituente: skrob, proteine
(gluten), klicu 1 vlakna (mekinje). Ovaj tehnoloski postupak predstavlja integralni

proces vise sukcesivnih operacija:
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o mocenje zrna u vodi za mocenje koja sadrzi 0,2% sumpor-dioksida na 50°C u
trajanju od 48h,

o rucna separacija klice,

o mokro mlevenje otklicanog zrna (omota¢ + endosperm) u laboratorijskom mlin-
blenderu,

o odvajanje mekinja filtracijom kroz sito prec¢nika otvora 0,5 mm,

o razdvajanje skrobne i glutenske frakcije na stolu za talozenje,

. ispiranje i suSenje skroba.

Posto se zrno kukuruza ru¢no ocisti (odvoje primese, oste¢ena i izlomljena zrna)
i izmeri (100 g), sledi faza mocenja koja se izvodi u kolonama sa proto¢nim
duplikatorskim omotacem, pri temperaturi od 50°C koja se obezbeduje termostatskom
cirkulacijom. Kolone su sa oba kraja zatvorene gumenim ¢epovima kroz koje prolaze
staklene cevcice koje omogucavaju konstantnu cirkulaciju vode za mocenje koja se
postize peristaltickom pumpom. U kolone se sipa kukuruzno zrno ¢ije su zapremine
prethodno izmerene menzurom (V;). Zatim se doda rastvor sumpor-dioksida (voda za
mocenje) koja sadrzi 0,2% SO, u odnosu 2:1, voda za mocenje: kukuruzno zrno.
Rastvor za mocenje se prirprema tako $to se odmeri 4,5 g kalijum-metabisulfita i
rastvori u normalnom sudu od 1000 ml. Uklju¢i se peristalticka pumpa 1 mocenje traje
48 sati. Nakon toga kolone se prazne, voda od mocenja odvaja od namocenog kukuruza
i u njoj se odreduje sadrzaj suve materije koji predstavlja sadrzaj rastvorljivih materija
kukuruznog zrna. Namoceni kukuruz se sipa u istu menzuru kojom je merena zapremina
zrna pre mocenja i o¢ita zapremina namocenog zrna (V3).

Klica se skalpelom odvaja ru¢no, 24 sata susi na vazduhu a zatim u suSnici na
105°C.

Otklicano zrno se melje na laboratorijskom mlinu 3 minuta. Pre pocetka
mlevenja otklicanom zrnu se doda vode u odnosu 1:3, zrno:voda.

Dobijena suspenzija se prosejava na situ od 0,5 mm. Tek u zavr$noj fazi
ispiranja, sita se priklju¢e na vakuum bocu da bi se olaksalo prosejavanje mekinje se
tokom prosejavanja konstantno ispiraju malim koli¢inama vode da bi se sav skrob i
gluten izdvojili. Kao rezultat prosejavanja kao prelaz na situ se dobijaju mekinje, a kao
prolaz suspenzija skroba i glutena. Mekinje se vazdusno suSe 24 sata, a zatim u susnici

na 105°C.
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prerade kukuruza. Za talozenje skroba, u primenjenoj metodi, koriS¢eni su
aluminijumski stolovi tzv. kanali specijalne konstrukcije (duzine 2 m) postavljeni pod
nagibom od 4°. Skrob se kao frakcija vece specifiéne mase talozi dok laksi gluten kao
suspenzija otice i sliva se sa kraja stola u postavljenu posudu.

Skrob-glutenska suspenzija iz boce sa slavinom koja je postavljena iznad
»taloznog stola“ se podesi da kaplje u konstantnom dotoku na gornji deo stola (kap po
kap). Po zavrSenom talozenju, u bocu se doda 100 ml Ciste vode i pusti da iskaplje na
istaloZeni skrob kako bi se isparao gluten koji je zaostao na povrsini. Izdvojeni skrob se
na stolu vazdusno susi 24 sata, a zatim se Spatulicom 1 ¢etkicom pazljivo kvantitativno
ukloni sa stola, izmeri i susi u su$nici na 105°C. Posto se gluten iz retke suspenzije
istalozi (preko noci u frizideru), procesna voda se odlije da bi se odredio sadrzaj suve
materije odnosno gubitak nastao u ovom procesu. Gluten se izlije u Petri $olje i upari na
60°C, ostavi da stoji 24h, meri i potom melje radi odredivanja sadrzaja vlage i proteina.

Povecéanje zapremine u procesu mocenja se izraCunava na osnovu razlike
zapremina V3 i V1 i izrazi procentualno.

Suva materija u vodi od mo¢enja i u procesnoj vodi se dobija uparavanjem i
suSenjem alikvota od 50 ml i preracunavanjem na ukupnu zapreminu. IzraZava se
procentualno.

Masa svake frakcije (mekinje, klica, skrob, gluten) se izmeri posle vazdusnog
suSenja od 24 sata i masa posle suSenja u susnici i iz razlike ove dve mase izracuna se
vlaga dobijene frakcije kao 1 prinosi u odnosu na polaznu koli¢inu suve materije zrna.

IskoriSéenje skroba je procentualni udeo dobijenog skroba u odnosu na
koli¢inu ukupno prisutnog skroba u zrnu (u % rafunatim na suvu materiju). Iz tog
razloga je neophodno odrediti 1 sadrzaj skroba po Eversu u celom zrnu.

Sadrzaj proteina u skrobu se odreduje metodom po Kjeldalu.

5.2.12. Odredivanje sadrzaja amiloze i amilopektina

Za odredivanje sadrzaja amiloze i amilopektina u izolovanim kukuruznim
skrobovima koriS¢ena je novija modifikovana kolorimetrijska metoda (McGrance,
1998). Specifi¢nost ove metode je Sto se koristi dimetil-sulfoksid (DMSO) za
rastvaranje skroba umesto natrijum-hidroksida i etanola. Rastvaranje skroba u

anhidrovanom DMSO-u na sobnoj temperaturi tece sporo, i do nekoliko dana, a moze
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biti nepotpuno. Zagrevanjem ili dodavanjem 5-15% vode u DMSO =znacajno se
povecava rastvorljivost skroba a jo§S uvek nema tacnog objaSnjenja zaSto male koliCine
vode znacajno povecavaju sposobnost DMSO-a kao rastvaraca (Whistler i sar., 1984).
Skrobne granule ne bubre u DMSO-u. One se rastvaraju vise povr$inskom erozijom ili
fragmentacijom granula. DMSO kao jak akceptor vodonika raskida vodoni¢ne veze

kako u polisaharidu, tako i u vodi.

SKROB-OH - - OS+\
CHs;

Postupak za odredivanje sadrzaja amiloze se sastoji u preciznom merenju uzorka
skroba (0,1 g) i rastvaranju u DMSO-u (2 ml), zagrevanju na vodenom kupatilu u
trajanju od 20 minuta na temperaturi od 90°C. Nakon rastvaranja ovaj rastvor se
razblazuje destilovanom vodom do 25 ml. Alikvot rastvora (1 ml) se potom razblazuje
sa 50 ml vode, 5 ml rastvora joda (0,0025 mol/l) u kalijum-jodidu (0,0065 mol/l),
mucka i meri apsorbanca pomocu spektrofotometra podesenog na talasnu duzinu A=600
nm. Ukoliko se uo¢i zamucenje, rastvoru skroba treba dodati oko 5 ml vode, ponovo
zagrevati oko 15 minuta te brzo ohladiti pre dodavanja ostatka vode i jodnog reagensa.
Boja momentalno postiZe maksimalan intenzitet 1 postojana je najmanje narednih 24
sata.

KonstruiSe se standardna kriva za smeSu amiloze i amilopektina koja sadrzi:
0,10,25,50,75 1 100% amiloze. U eksperimentima je kao standard koriS¢ena krompirova
amiloza i kukuruzni amilopektin (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO).
Krompirova amiloza ima apsorpcioni maksimum na 636 nm, a kukuruzna amiloza na
604 nm (McGrance i sar., 1998), §to se smatra zanemarljivom razlikom. U UV-
vidljivom delu spektra jodni kompleksi amiloze i amilopektina imaju pikove koji su
veoma $iroki, tako da nije neophodno za kvantitativno odredivanje amiloze koristiti
apsorpcioni maksimum. Talasna duzina od 600 nm je pogodna za odredivanje
kukuruzne i krompirove amiloze.

Primenjena metoda za odredivanje sadrZaja amiloze moZe se primeniti kod
raznih botanickih vrsta skroba. Mogu se ispitati uzorci skrobova sa visokim i niskim
sadrzajem amiloze uz odredene izmene u zapremini alikvota kako bi se dobio optimalan
rezultat. Osetljivost jod-skrobne reakcije je veoma velika a primenljiva je za koli¢inu

skroba koja sadrzi manje od 100 ug amiloze (MilaSinovi¢, 2005).
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5.2.13. Korelaciona analiza

Korelaciona analza se bavi ispitivanjem zavisnosti, odnosno stepena slaganja
izmedu dve promenljive, kada se ne moze odrediti koja je zavisno a koja nezavisno
promenljiva. Stepen slaganja izmedu dve promenljive u linearnoj meduzavisnosti
izrazava se Pirsonovim (Pearson) koeficijentom korelacije (r) ¢ije vrednosti se krec¢u u
rasponu od -1 do 1 (r = - 1 oznacava 100% negativnu korelacionu zavisnost, r = + 1
oznacava 100% pozitivnu korelacionu zavisnost izmedu ispitivanih parametara). Ovaj

koeficijent je odredivan pomocu softvera za statistiku IBM SPSS Statistics 20.

5.2.14. Proracun energetskih vrednosti

U proracunima energetskih vrednosti su koriS¢eni podaci za energije
sagorevanja pojedinih komponenata po kilogramu suve materije koje su predlozili
Domalski i saradnici (1986) (tabela 5.5). Dobijene vrednosti su poredene sa drugim
literaturnim podacima (Pimentel 2003; Patzek, 2005)

Tabela 5.5. Vrednosti energije sagorevanja pojedinih sirovina i komponenata koris¢ene
u proracunima (Domalski i sar., 1986)

Sirovina Energija sagorevanja, kJ kg™
Etanol 29700
Kukuruzna krupica 15995
Kukuruzni skrob 17570
Kukuruzno ulje 39500
Gluten 24258
Kocanka 18770
Celuloza 17400

Smanjenje energije sagorevanja nakon precis§¢avanja bioetanola do koncentracije
koja zadovoljava standarde za goriva (minimalno 99,5% etanola) raunato je pomocu

dijagrama prikazanog na slici koji su predlozili Huang i Zhang (2011).
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Slika 5.6. Odnos izmedu energije destilacije etanola i koncentracije etanola dobijen iz
literaturnih podataka (Huang i Zhang, 2011)

5.2.15. Proracun troskova proizvodnje kukuruza i bioetanola

U proradunu troSkova proizvodnje kukuruza po hektaru obradive povrSine
koriS¢eni su podaci o cenama pojedinih operacija, troSkovima goriva i1 cenama
semenskog kukuruza, dubriva i herbicida. Racunato je da su u fazama osnovnog i
predsetvenog dubrenja koriS¢eni preparati NPK 8:24:16 (neorgansko dubrivo, izvor
azota, fosfora i kalijuma) i urea (azotno dubrivo). Za tretiranje zemljista herbicidom
troskovi su radunati za preparat Merlin®flexx, selektivni translokacioni herbicid
namenjen suzbijanju jednogodiSnjih Sirokolisnih i uskolisnih korova koji se primenjuje
posle setve, a pre nicanja useva i korova najkasnije do razvoja treceg lista kukuruza. Za
korektivno prskanje troskovi su radunati za herbicid Monsoon®active, selektivni
translokacioni herbicid za suzbijanje viSegodi$njih i jednogodi$njih uskolisnih i
sirokolisnih korova kada je kukuruz u fazi 2-8 listova.

U proracunu troSkova proizvodnje bioetanola koriS¢eni su podaci o troskovima
proizvodnje u postrojenjima u SAD (Mousdale, 2008). Proracun je aproksimiran za

idealan slucaj da u Srbiji postoji proizvodni pogon koji je trenutno u funkciji.
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

6.1. FIZICKE KARAKTERISTIKE I HEMIJSKI SASTAV ZRNA
ISPITIVANIH HIBRIDA KUKURUZA

6.1.1. Fizicke karakteristike zrna i klipa ispitivanih hibrida kukuruza
Rezultati odredivanja fizickih karakteristika 27 ZP hibrida kukuruza, razlicite
geneti¢ke osnove i razli¢ite duZine vegetacije prikazane su u tabelama 6.1, 6.2.16.3. U

tabeli 6.1. su predstavljene fizi¢ke osobine klipa ispitivanih hibrida kukuruza.

Tabela 6.1. Fizicke karakteristike klipa ispitivanih hibrida kukuruza

Genotip puiina Masa Broj Broj Masa Masa

klipa,cm | Klipa, g redova zrna kocanke, g zrna, g
ZP 172/8 18,05 185,17 14,6 609,5 30,44 154,73
ZP 243 20,40 230,23 16,3 609,6 36,71 193,49
ZP 341 21,53 281,43 14,6 604,1 41,31 240,33
ZP 362 20,03 283,70 14,7 599,5 45,78 237,92
ZP 377 20,40 274,47 15,2 609,7 40,48 233,99
ZP 434 21,53 296,62 14,7 599,5 43,07 253,56
ZP 444 21,85 329,61 16,6 690,6 51,96 283,37
ZP 484 20,85 313,14 15,5 712,0 47,24 265,91
ZP 505 23,05 309,13 15,7 716,25 45,18 263,95
ZP 548 20,66 305,65 15,2 682,6 47,09 256,73
ZP 560 20,40 361,54 15,7 714,0 49,33 296,72
ZP 574/8 19,23 277,96 15,2 552,3 46,16 231,80
ZP 600 21,90 314,48 14,0 565,8 48,62 265,87
ZP 606 22,10 322,59 13,7 591,25 46,75 275,84
ZP 611k 18,43 119,07 15,5 553,9 22,06 97,01
ZP 620b 21,80 330,81 15,1 663,8 58,46 272,35
ZP 633 19,23 278,37 15,9 635,2 38,40 239,97
ZP 666 22,88 323,79 15,7 678,0 41,76 282,02
ZP 677 21,07 315,73 15,7 672,0 51,74 264,01
ZP 704wx 21,85 292,39 14,6 728,9 40,51 251,87
ZP 74b 22,03 306,94 14,5 648,8 60,77 246,22
ZP 747 21,53 336,63 16,4 682,3 52,31 284,82
ZP 749 23,63 331,67 14,1 621,3 60,18 271,49
ZP 789 22,88 309,67 14,3 625,4 45,81 262,52
ZP 808 23,80 320,51 16,0 753,2 51,34 269,18
ZP 877 21,10 326,65 14,8 618,0 48,79 277,87
ZP Rumenka 21,80 281,05 16,6 622,0 52,93 228,14
Minimum 18,05 119,07 13,7 552,3 22,06 97,01
Maksimum 23,8 361,54 16,6 753,2 60,77 296,72
SD 1,45 49,52 0,80 54,76 8,45 42,26
Prosek 21,26 294,78 15,22 642,94 46,12 248,21
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.1. moze se videti da vrednosti fizickih svojstava
klipa odabranih hibrida kukuruza variraju u manjoj ili ve¢oj meri. Vrednosti pojedinih
parametara kretale su se u rasponu od 18,05 do 23,8 cm za duzinu klipa; masa klipa
119,07-361,54 g; broj redova 13,7-16,6; broj zrna 552,3-753,2; masa ko¢anke 22,06-
60,77 g i masa zrna 97,01-296,72 g. U tabeli 6.1. se uocava da je najvece standardno
odstupanje (devijacija) za broj zrna (54,76), a najmanje za broj redova (0,80).

U tabeli 6.2. prikazane su fizicke karakteristike zrna ispitivanih hibrida

kukuruza.

Tabela 6.2. Fizicke karakteristike zrna ispitivanih hibrida kukuruza
Genotip AM HM G |IF OM | TF | MF IAV
ZP 172/8 241,19 | 829,32 | 1,27 | 14,02 | 14,87 | 60,27 | 39,73 | 0,244
ZP 243 292,89 | 749,20 1,20 | 92,70 | 10,27 | 57,14 [ 42,86 | 0,253
ZP 341 351,98 | 785,89| 1,24 |[40,53 | 9,97 | 58,46 | 41,54 | 0,262
ZP 362 363,32 | 777,53] 1,25 [51,92 | 10,93 | 58,98 | 41,02 | 0,228
ZP 377 332,30 | 776,33| 1,28 | 35,02 | 13,33 | 57,58 | 42,42 | 0,255
ZP 434 384,45 | 778,31[ 1,26 | 39,77 | 12,03 | 56,69 | 43,31 | 0,253
ZP 444 376,72 | 797,95[ 1,30 [894 | 11,17 | 59,59 | 40,41 | 0,258
ZP 484 337,07 | 824,75[ 1,31 [535 | 11,57 | 60,76 | 39,24 | 0,276
ZP 505 315,81 | 846,84[ 1,30 [0,97 | 13,87 | 64,45 | 3555 | 0,236
ZP 548 342,36 | 808,81 | 1,24 | 69,41 9,47 | 51,60 | 48,40 [ 0,254
ZP 560 383,20 | 808,33[ 1,29 [8,02 |947 |6212 37,880,251
ZP 574/8 363,54 | 758,83 | 1,27 [32,0 | 10,07 | 61,63 | 38,37 [ 0,240
ZP 600 419,93 | 78152[ 1,29 [17,30 | 12,3 | 59,71 [ 40,29 | 0,215
ZP 606 414,49 | 77355[1,28 [ 34,6 | 14,33 59,21 [ 40,79 | 0,226
ZP 611k 153,77 | 919,41|135 [ 0,35 [18,77 73,99 | 26,01 | 0,215
ZP 620b 369,95 | 793,21[1,28 [ 30,51 | 13,07 | 62,85 | 37,15 | 0,241
ZP 633 343,46 | 804,01[1,30 [6,86 |12,8 | 64,17 [ 3583 | 0,226
ZP 666 367,77 | 788,52| 1,27 | 28,76 | 13,3 | 58,36 | 41,64 | 0,237
ZP 677 350,86 | 791,26] 1,28 [20,23 11,9 | 61,09 | 38,91 | 0,223
ZP 704wx 319,20 | 780,72 1.25 | 53,73 | 10,50 | 65,69 | 34,31 | 0,195
ZP 74b 335,04 | 781,03 128 [6,12 [135 | 64,33 3567 [0,275
ZP 747 355,07 | 740,46| 1,24 [70,02 | 11,43 | 54,48 | 45,52 | 0,257
ZP 749 371,85 | 770,86 1,26 | 43,85 | 11,27 | 59,40 | 40,60 | 0,265
ZP 789 369,12 | 78544| 1,28 [21,18 | 10,0 | 60,34 | 39,66 | 0,231
ZP 808 324,99 | 791,71[ 126 [59,13 | 113 | 58,19 | 41,81 | 0,250
ZP 877 423,30 | 783,50| 1,27 | 28,22 | 10,57 | 60,78 | 39,22 | 0,239
ZP Rumenka | 311,11 | 820,60] 1,25 | 29,32 | 13,71 | 60,22 | 39,78 | 0,246
Minimum 153,77 | 740,46 1,20 | 0,35 | 9,47 [51,6 |[26,01 0,195
Maksimum | 423,3 919,41 1,35 [ 92,7 |18,77 [ 73,99 [ 484 | 0,276
SD 54,55 34,30] 0,028 | 23,47 | 2,04 [ 4,08 [4,08 |0,019
Prosek 344,99 | 793,33 | 1,27 | 31,44 | 12,07 | 60,45 | 39,55 | 0,24

*AM-apsolutna masa, (g); HM—hektolitarska masa, (kg-m™); G—gustina, (g-cm); IF—indeks
flotacije (%); OM-otpornost na mlevenje, (s); TF - udeo tvrde frakcije endosperma (%); MF —
udeo meke frakcije endosperma (%); IAV- indeks apsorpcije vode.
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.2. moze se videti da se masa 1000 zrna ili
apsolutna masa, kao fizi¢ki kriterijum kvaliteta, kretala u rasponu od 153,77 g (ZP
611K) do 423,30 g (ZP 877). Ona je pokazala i najvecu standardnu devijaciju (54,55) u
odnosu na ostale fizicke karakteristike zrna. Kod ispitivanth ZP genotipova
hektolitarska ili zapreminska masa, najstariji standardni i lako merljivi pokazatelj
kvaliteta kukuruznog zrna, kretala se u rasponu od 740,46 kg-m™ (ZP 747) do najvise
919,41 kg m™ (ZP 611k). Hektolitarska masa imala je manje standardno odstupanje
medu hibridima (34,30 kg m™) od apsolutne mase.

Gustina zrna ispitivanih hibrida varirala je od 1,20 gcm™ kod genotipa ZP 243
do 1,35 gcm™ kod genotipa ZP 611k. Na smanjenje gustine endosperma, a samim tim i
gustine celog zrna, utice mala zbijenost skrobnih granula i postojanje meduprostora.
Indeks flotacije kretao se od 0,35% (ZP 611k) do 92,70% (ZP 243).

Otpornost na mlevenje i udeo tvrde i meke frakcije endosperma predstavljaju
parametre tvrdoce zrna koji posmatrano sa aspekta primene kukuruza u industriji, a
posebno u skrobarskoj preradi, predstavljaju njegovo najbitnije fizi€ko svosjstvo.
Tvrdoca 1 ¢vrstina zrna su tesno povezane sa odnosom tvrdog (staklastog, roznatog) i
mekog (brasnastog) endosperma (Milasinovi¢, 2005). Udeo tvrde i meke frakcije u zrnu
zavisi od genotipa 1 uslova sredine. Odnos tvrde i meke frakcije je ve¢i kod kukuruza
tvrdunaca nego kod zubana i naj¢e$ée se povecava sa zrelo§¢u zrna i udelom azota
(Owens, 2005). Rezultati otpornosti na mlevenje dobijeni u ovim ispitivanjima kretali
su se od 9,47 s za ZP 548 1 ZP 560 do 18,77 s za ZP 611k. Sli¢nu tendenciju pokazuju
udeo tvrde i meke frakcije endosperma u ukupno samlevenom materijalu. Udeo tvrde
frakcije kretao se u rasponu od 51,60% (ZP 548) do 73,99% (ZP 611k), a meke od
26,01% (ZP 611Kk) do 48,40% (ZP 548). Rezultati pokazuju da je indeks apsorpcije vode
kod ispitivanih genotipova bio u intervalu od 0,195 za genotip ZP 704 wx do 0,276 za
genotip ZP 484.

U tabeli 6.3. je prikazani su rezultati ispitivanja strukture, odnosno udela
fizickih delova zrna ispitivanih ZP hibrida kukuruza. Analize strukture zrna uradene
ru¢nom disekcijom pokazale su da se sazrelo zrno ispitivanih genotipova sastoji od
5,03% (ZP 600) do 9,68% (ZP 611k) omotaca (perikarpa), od 10,06% (ZP 611k) do
14,22% (ZP Rumenka) klice i od 77,78% (ZP Rumenka) do 83,08% (ZP 633)

endosperma.
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Tabela 6.3. Struktura zrna ispitivanih hibrida kukuruza

. Perikarp, Klica, Endosperm,
Genotip % P % cyf,)
ZP 172/8 5,44 12,41 82,15
ZP 243 5,07 12,48 82,45
ZP 341 7,26 12,30 80,44
ZP 362 5,49 12,08 82,43
ZP 377 7,00 12,25 80,75
ZP 434 7,02 12,11 80,87
ZP 444 6,63 13,52 79,85
ZP 484 7,45 12,80 79,75
ZP 505 6,20 12,76 81,04
ZP 548 5,78 12,02 81,20
ZP 560 6,44 13,25 80,31
ZP 574/8 5,91 12,36 81,73
ZP 600 5,03 12,80 82,17
ZP 606 5,81 11,37 82,82
ZP 611k 9,68 10,06 80,26
ZP 620b 6,00 13,94 80,06
ZP 633 5,56 11,36 83,08
ZP 666 6,45 12,51 81,04
ZP 677 6,20 11,80 82,00
ZP 704wx 5,76 13,40 80,84
ZP 74b 7,05 11,64 81,31
ZP 747 6,42 13,35 80,23
ZP 749 6,15 12,14 81,71
ZP 789 6,00 12,08 81,92
ZP 808 6,23 11,75 82,02
ZP 877 5,55 11,92 82,53
ZP Rumenka 8,00 14,22 77,78
Minimum 5,03 10,06 77,78
Maksimum 9,68 14,22 83,08
SD 0,98 0,87 1,17
Prosek 6,35 12,40 81,21

Na osnovu prikazanih rezultata fizickih karakteristika zrna 27 ZP hibrida
kukuruza moze se zakljuciti da hibridi ZP 243, ZP 548 i ZP 747 sa pove¢anim udelom
meke frakcije endosperma (42,86; 48,40 i 45,52, respektivno) i najvis§im vrednostima za
indeks flotacije (preko 60%) pripadaju grupi hibrida mekog endosperma. Hibridi se
prema dobijenim vrednostima za indeks flotacije (30-60%) mogu svrstati u hibride
srednje tvrdo¢e endosperma: ZP 341, ZP 362, ZP 377, ZP 434, ZP 574/8, ZP 606, ZP
620 b, ZP 704 wx, ZP 749 i ZP 808, dok su hibridi koji pripadaju grupi hibrida tvrdog
endosperma (IF ~10-30%): ZP 172/8, ZP 600, ZP 677, ZP 789, ZP 877 i ZP Rumenka.
Hibridi sa veoma tvrdim endospermom (IF<10%) su: ZP 444, ZP 484, ZP 505, ZP 560,
ZP 611k, ZP 633 i ZP 74b.
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6.1.2. Hemijski sastav zrna ispitivanih hibrida kukuruza

U tabeli 6.4. su prikazani rezultati ispitivanja osnovnog hemijskog sastava zrna

hibrida koriS¢enih u eksperimentima.

Tabela 6.4. Hemijski sastav zrna ispitivanih hibrida kukuruza

Gonotip | s | Syt | Sedeii | ot | Sad | Sadrei | S | S
e | 8| | gt | ]t | ol | T
ZP 172/8 90,20 9,80 72,85 0,30 9,35 7,15 2,06 1,44
ZP 243 88,89 11,11 73,50 0,66 9,40 6,23 1,98 1,25
ZP 341 88,04 11,96 70,40 0,20 9,75 6,28 2,33 1,34
ZP 362 87,42 12,58 74,61 0,25 9,29 6,07 2,22 1,32
ZP 377 87,31 12,69 72,57 0,25 9,90 6,31 2,34 1,42
ZP 434 88,44 11,56 72,04 0,10 10,15 6,02 2,42 1,40
ZP 444 88,06 11,94 72,25 0,36 9,39 6,56 2,28 1,35
ZP 484 89,36 10,64 69,60 0,40 10,05 7,32 2,47 1,44
ZP 505 88,86 11,14 73,38 0,40 9,88 6,38 2,21 1,31
ZP 548 90,19 9,81 72,04 0,40 9,19 6,08 1,97 1,41
ZP 560 88,54 11,46 72,39 0,10 9,63 579 2,58 1,35
ZP 574/8 86,64 13,36 72,07 0,21 10,76 4,76 2,37 1,52
ZP 600 86,78 13,22 74,42 0,35 10,19 5,06 2,43 1,42
ZP 606 87,26 12,74 73,16 0,25 10,22 5,45 2,14 1,40
ZP 611k 91,26 8,78 68,57 0,44 13,25 5,36 2,56 1,45
ZP 620b 88,00 12,00 73,31 0,15 9,59 574 2,26 1,35
ZP 633 88,43 11,57 73,55 0,93 9,82 6,34 2,23 1,40
ZP 666 87,90 12,10 74,26 0,16 9,42 5,55 2,46 1,26
ZP 677 88,29 11,71 74,67 0,41 9,07 5,00 2,50 1,36
ZP 704wx 89,13 10,87 74,13 0,37 10,30 571 2,26 1,51
ZP 74b 86,64 13,36 74,94 0,16 9,12 5,88 2,72 1,21
ZP 747 86,92 13,08 74,08 0,21 9,31 7,18 2,39 1,36
ZP 749 86,84 13,16 73,46 0,21 10,11 5,52 2,14 1,30
ZP 789 87,47 12,53 73,66 0,47 9,93 5,50 2,40 1,35
ZP 808 88,12 11,88 74,55 0,16 8,86 5,24 2,33 1,28
ZP 877 88,52 11,48 74,68 0,41 9,77 5,26 2,21 1,30
ZP Rumenka 91,40 8,60 65,38 1,01 11,54 7,08 2,22 1,58
Minimum 86,64 8,6 65,38 0,1 8,86 4,76 1,97 1,21
Maksimum 91,4 13,36 74,94 1,01 13,25 7,32 2,72 1,58
SD 1,30 1,30 2,15 0,22 0,88 0,69 0,18 0,085
Prosek 88,33 11,67 72,76 0,34 9,90 5,96 2,31 1,37
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Sadrzaj vlage kretao se u rasponu od 8,60% (ZP Rumenka) do 13,36% (ZP
574/8). Sadrzaj skroba bio je najnizi kod hibrida ZP Rumenka (65,38%) a najvisi kod
ZP 74b (74,94%), dok se sadrzaj rastvorljivih ugljenih hidrata kretao u rasponu od 0,1%
(ZP 434 i ZP 560) do 1,01% (ZP Rumenka). U svom radu Gulati i sar., (1996) navode
da se iz kilograma kukuruza sadrzaja vlage 15,5% koji sadrzi prose¢no oko 0,61 kg
skroba i 0,022 kg rastvorljivih ugljenih hidrata teorijski moglo proizvesti 0,50 | etanola,
pod uslovom da se svi ugljeni hidrati idealno razloze do glukoze. U tom slu¢aju bi 0,44 1
etanola poticalo iz skroba, 0,014 | iz rastvorljivih ugljenih hidrata, 0,034 | iz celuloze i
0,015 1 iz hemiceluloze. To znaci da se moze smatrati da pored skroba i rastvorljivi
ugljeni hidrati koji se nalaze u zrnu kukuruza uti¢u na prinos bioetanola (oko 2,8% od
ukupnog prinosa prema Gulatiju i saradnicima).

Sadrzaj proteina u zrnu kretao se od 8,86% (ZP 808) do 13,25% (ZP 611k).
Procentualni udeo ulja u zrnu ispitivanih hibrida kukuruza kretao se od 4,76% (ZP
574/8) do 7,32% (ZP 484). Sadrzaj celuloze se kretao u rasponu od 1,97 (ZP 548) do
2,72 (ZP 74b), a pepela od 1,21 (ZP 74b) do 1,58 (ZP Rumenka).

Rezultati fizickih karakteristika i hemijskog sastava zrna ZP hibrida kukuruza u
skladu su sa ranije objavljenim rezultatima ispitivanja (Radosavljevic¢ i sar., 2009, 2008)
koji se odnose na uzorke ZP hibrida ¢ija je setva bila u razli¢itim vremenskim
periodima.

Vecina ispitanih hibrida sadrzi veliki udeo skroba u zrnu, preko 70%, S$to je
jedan od glavnih preduslova za ostvarenje visokih prinosa bioetanola u procesima
dvojno-enzimske hidrolize i fermentacije. Pretpostavka je da ¢e povisen udeo meke
frakcije (preko 40%) kod pojedinih hibrida takode pozitivno uticati na visoke prinose
bioetanola kao i na izdvajanje skroba u laboratorijskoj metodi mokrog mlevenja
kukuruznog zrna. Sadrzaj proteina, ulja, i celuloze trebalo bi pozitivno da utice na
kvalitet sporednih proizvoda dobijanja etanola (hraniva) koji se koriste kao komponente
u smeSama za ishranu domacih Zivotinja.

Geneticka varijabilnost ispitanih hibrida kukuruza ukazuje na raznovrsne
mogucénosti njihove tehnoloske prerade i primene u svim sferama zivota: pocev od
ishrane ljudi i Zivotinja, preko primene u proizvodnji biogoriva i biorazgradljivih

materijala, farmaciji, medicini i raznim granama industrije.
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6.2. PROIZVODNJA BIOETANOLA OD KUKURUZNOG ZRNA

6.2.1. Optimizacija procesa dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna

celog zrna kukuruza

U eksperimentima koji su vrseni u cilju odredivanja optimalnih uslova odvijanja
procesa dvojno-enzimske hidrolize kori$¢eno je brasno dobijeno mlevenjem celog zrna
hibrida ZP 633, polutvrdunca zute boje i standardnog hemijskog sastava zrna. Ovaj
hibrid spada u srednje kasne hibride (grupa zrenja FAO 600), poseduje izuzetan kvalitet

zrna i potencijal rodnosti preko 11 t ha™.

6.2.1.1. Ispitivanje uticaja koncentracije enzima Termamyl SC na promenu
koncentracije i prinosa glukoze nakon ute¢njavanja skroba iz brasna celog

zrna kukuruza pri razli¢itim hidromodulima

Odredivan je uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu
koncentracije i prinosa glukoze nakon ute¢njavanja (likvefakcije) skroba iz brasna celog
zrna kukuruza, pri razli¢itim hidromodulima: 1:2,5, 1:3 i 1:4. U eksperimentima je
koris¢eno kukuruzno brasno dobijeno mlevenjem celog zrna hibrida ZP 633, sadrzaja
skroba 73,55% (odreden polarimetrijskom metodom po Eversu) i sadrzaja suve materije
88,43%. Hidromodulima 1:2,5, 1:3 1 1:4 odgovaraju pocetne koncentracije skroba
210,14 g I, 183,88 g I i 147,10 g I}, respektivno (tabela 6.5). Koncentracija enzima je

izrazena u % (ml enzima na 100g brasna).

Tabela 6.5. Parametri skrobne suspenzije brasna celog zrna hibrida ZP 633 pri
razli¢itim hidromodulima

Zapremina Pocetna Pocetna
Hidromodul suspenzije, koncentracija koncentracija
Vsuspenzije: Ml skroba, g I"* glukoze, g I'*
1:25 140 210,14 233,47
1:3 160 183,88 204,29
1:4 200 147,10 163,43

Nakon zavrSene faze uteCnjavanja merena je koncentracija nastale glukoze, a

rezultati ispitivanja su prikazani u tabeli 6.6. i na slici 6.1.
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Tabela 6.6. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije i
prinosa glukoze nakon ute¢njavanja skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP
633 pri razli¢itim hidromodulima

Koncentracija | Koncentracija glukoze, g It Prinos glukoze, g g
enzima
Termamyl 1:2,5 1:3 1:4 1:2,5 1:3 1:4
SC, %(v/iw)
0,02 111,88 99,55 78,88 0,53 |0,54 0,54
0,06 133,09 | 116,34 82,33 0,63 |0,63 0,56
0,10 135,02 | 122,13 88,73 0,64 | 0,66 0,60
0,20 136,58 | 131,39 92,58 0,65 |0,71 0,63
0,30 134,26 | 130,86 90,17 0,64 |0,71 0,61
0,80
0,70 -
0,60 - = A
> 050 —1:25
= [
s 0,40 +
S s‘ —8-1:3,0
£ 030 4
> 020 1:4,0
o
£ 0,10 -
[a
0,00 F¥
0,000,040,080,120,16 0,20 0,24 0,28 0,32 0,36 0,40
Koncentracija enzima Termamyl SC, % (v/w)

Slika 6.1. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu prinosa glukoze
nakon ute¢njavanja skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633 pri razli¢itim
hidromodulima

Kao $to se moze zakljugditi iz rezultata prikazanih u tabeli 6.6. i na slici 6.1, pri
svakom hidromodulu, sa povecanjem koncentracije enzima Termamyl SC povecava se
koncentracija 1 prinos glukoze. Pri koncentracijama enzima visim od 0,10% (v/w) ne
dolazi do znacajnijih promena u koncentraciji i1 prinosu nastale glukoze. Pri
hidromodulu 1:3 ostvaruju se najviSe vrednosti prinosa glukoze (slika 6.1). Takode,
dostignute vrednosti prinosa glukoze pri hidromodulima 1:2,5 i 1:4 i koncentracijama
enzima visSim od 0,10% (v/w) ne razlikuju se znacajno. lako je pri hidromodulu 1:2,5
pocetna koncentracija skroba u suspenziji najvisa, pri ovakvom sastavu suspenzije nisu
postignuti najvec¢i prinosi glukoze. To se moze objasniti velikim viskozitetom
suspenzije, nezanemarljivim otporima prilikom meSanja kao 1 inhibicijom enzima usled

visoke koncentracije supastrata i nastale glukoze.
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Zelatinizacija i uteGnjavanje skroba se u industriji najée$ée izvode simultano
dodavanjem termostabilne a-amilaze pre Zelatinizacije u cevnom reaktoru (jet cooker)
(Baks, 2007). Koncentracija skroba tokom ovog procesa je ogranic¢ena na 30—35 w/w %
suve materije, zato §to se vece koncentracije ne mogu tretirati u ovom tipu reaktora.
Medutim, povecanje koncentracije skroba u toku Zelatinizacije i enzimske hidrolize bi
moglo da utie na povecanje zapreminske produktivnosti, i stabilnosti enzima (De Cordt
i sar., 1994), kao i smanjenje troskova za energiju (Grafelman i Meagher, 1995).

Pored prednosti vece koncentracije supstrata kojom se eventualno moze postici
veca koncentracija i produktivnost bioetanola, to takode dovodi i do porasta viskoziteta
reakcione smeSe. Kao posledica toga, reaktori koji se inace koriste u industriji za smese
skroba od 30-35 w/w % suve materije ne mogu se Kkoristiti za tretiranje
koncentrovanijih smesa skroba te se stoga moraju koristiti drugi tipovi reaktora.

Pokazalo se da su ekstruderi uspesni u preradi koncentrovanih smesa skroba.
Oni se primenjuju u neenzimskim tretmanima skroba (Blanche i Sun, 2004; Jackson i
sar., 1990; Zheng i Wang, 1994) i enzimskim tretmanima skroba (Curié i sar., 1998; Lee
i Kim, 1990; Vasanthan i sar., 2001). S obzirom da nije izvodljivo ostvariti dugo vreme
zadrzavanja u ekstruderu, nije moguce ni proizvesti hidrolizate visokog dekstroznog
ekvivalenta (preko 25) bez primene visokih koncentracija enzima. Ako se Zeli posti¢i
visi dekstrozni ekvivalent, potreban je drugi reaktor povezati na ekstruder da bi se
produzilo vreme hidrolize (Meagher i Grafelman, 1999). Primena odvojenih koraka
procesa za Zelatinizaciju 1 enzimsku hidrolizu moze biti korisna zato $to to omogucava
nezavisnu optimizaciju ovih procesa. S druge strane, to takode moze dovesti do vecih
troSkova opreme.

Problematiku inhibicije enzima amilaze supstratom (skrobom) i proizvodom
(glukozom) takode su proucavale Kolusheva i Marinova (2007). Ove naucnice Su
ispituju¢i uticaj pocetne koncentracije supstrata na tok reakcije hidrolize skroba
termostabilnom a-amilazom primetile da je za pocetne koncentracije skroba od 250 1
300 g I* stepen hidrolize nakon 30 minuta skoro identian (30,1% i 30,3%).
Pretpostavile su da je to posledica inhibitornog dejstva redukuju¢ih Secera nastalih
tokom hidrolize. Pretpostavku su potvrdile dodavanjem glukoze na samom pocetku
procesa hidrolize 1 zakljucile da se brzina reakcije hidrolize smanjuje proporcionalno
dodatoj koli¢ini glukoze. Yankov i saradnici (1986) takode su dosli do zakljucka da

dodatno povecanje koncentracije glukoze uti¢e na smanjenje brzine hidrolize skroba.
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Iz podataka prikazanih u tabeli 6.6. i na slici 6.1. moze se zakljuditi da se najvise
vrednosti koncentracije i prinosa glukoze postiZzu pri hidromodulu 1:3, koji je usvojen

kao optimalan. Ovi rezultati su u skladu sa zakljuccima istrazivanja sprovedenih na

TMF-u (Nikoli¢, 2009).

6.2.1.2. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu
koncentracije i prinosa glukoze nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba iz
brasna celog zrna kukuruza pri konstantnoj koncentraciji enzima

Termamyl SC i razli¢itim hidromodulima

Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije i prinosa
nastale glukoze nakon zavrSene dvojno-enzimske hidrolize (ute¢njavanja i oSecerenja)
skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633 ispitivan je pri hidromodulima:
1:2,5, 1:3 i 1:4 kao i konstantnoj vrednosti koncentracije enzima Termamyl SC (0,02%

(v/w)). Rezultati ovih eksperimenata prikazani su u tabeli 6.7.

Tabela 6.7. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije i
prinosa glukoze skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633 pri razli¢itim
hidromodulima

Koncentracija enzima Konce”trzcl'.lla glukoze, | pinos glukoze, g g™
SAN Extra L, %(v/w)

1:2,5 1:3 1:4 1:2,5 1:3 1:4

0,08 175,14 | 161,46 | 125,20 | 0,83 | 0,88 | 0,85

0,12 193,47 | 173,50 | 125,83 | 0,92 | 0,94 | 0,86

0,16 197,18 | 170,46 | 133,35 0,94 | 0,93 | 0,91

Uslovi procesa su kao na slici 6.2.
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Slika 6.2. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu prinosa glukoze nakon
dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri hidromodulima
1:2,5, 1:3 i 1:4 i konstantnoj vrednosti koncentracije enzima Termamyl SC. Uslovi
procesa: 1) uteCnjavanje: t=85°C, pH=6, t=1h, c(Termamyl SC)=0,02% (v/w); 2)
osecerenje: t=55°C, pH=5, 1=4h, brzina mesSanja v=150 obrt min’?! (-0,08%, -0,12%, -
0,16% (v/w) SAN Extra L)

Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.7. se moze zakljuciti da se najvise koncentracije
i prinosi glukoze nakon faze oSecerenja skroba postizu pri hidromodulu 1:3, a najnize
koncentracije glukoze pri hidromodulu 1:2,5. ITako je pri hidromodulu 1:2,5 pocetna
koncentracija supstrata najvisa, veliki viskozitet suspenzije kao i znacajni otpori
meSanju usled nastajanja grudvica i inhibicija enzima supstratom i proizvodom
(glukoza), ostvareni rezultati prinosa i koncentracije glukoze su nizi od ocekivanih.
Hidromodul 1:4 omogucdio je smanjenje viskoziteta suspenzije, a samim tim i lakSe
mesSanje kao i sprecavanje inhibicije enzima supstratom. Pokazalo se da je nedostatak
ovog hidromodula niska pocetna koncentracija supstrata kojom se postizu niZe
koncentracije i prinos glukoze nego pri hidromodulu 1:3.

Prema istrazivanjima Van der Veena i saradnika (2006) povecanje pocetne
koncentracije supstrata u procesima hidrolize 1 fermentacije moze imati viSe prednosti
kao Sto su: smanjenje potrosSnje energije, upotreba manje koli¢ine vode, smanjenje
zapremine reaktora i povecanje zapreminske produktivnosti za 17%. Neki istrazivaci,
medutim, smatraju da je hidroliza skroba efikasnija pri nizim koncentracijama skroba
(enzimi potpunije razgraduju skrob u rastvorima sa manjom koncentracijom) i spreava
se mogucnost pojave inhibicije enzima supstratom (Lazi¢ i sar., 2004). Lazi¢ i saradnici
su utvrdili da ukoliko se hidromodul povec¢a sa 1:1,05 na samo 1:1 prilikom hidrolize

skroba iz krompira, maksimalni dekstrozni ekvivalent poraste sa 40,9% na 51,2%.
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Lemuz i saradnici (2009) su dosli do zakljucka da se pri pocetnim
koncentracijama suve materije izmedu 35 1 40% ostvaruju niZi prinosi etanola §to su
pripisali loSijem meSanju u toku fermentacije, zbog toga su u svom radu odabrali 25%
(hidromodul 1:2,5) suve materije kao optimalnu pocéetnu koncentraciju. Koncentracija
suve materije od 30% omogucava visoke prinose etanola i najéeS¢e se primenjuje u
industriji (tipiéno 30-32%) (Kelsall i Lyons, 2003). Arasaratnam i saradnici (1993) su
objavili rezultate ispitivanja hidrolize skroba brasna prema kojima je sa ve¢om
pocetnom koncentracijom skroba ostvarena slabija hidroliza. Na primer, hidrolizom
16% suspenzije kukuruznog braSna postigli su prinos glukoze od 76%, a hidrolizom
40% suspenzije ostvaren je prinos od samo 50,2% glukoze. Glavni nedostatak hidrolize
skroba u uslovima visoke koncentracije suve materije jeste formiranje sporednih
proizvoda kao §to su izomaltoza i izomaltotrioza koje mogu ¢initi i do 8% suve materije
(Van der Veen i sar., 2006). Koncentrovanije suspenzije kukuruznog brasna pokazuju i
losije filtracione karakteristike, a usled povecanog viskoziteta javljaju se 1 problemi sa
mesanjem (Nikoli¢, 2009).

Na osnovu ostvarenih koncentracija i prinosa glukoze nakon hidrolize brasna
celog zrna kukuruza pri ispitivanim hidromodulima (tabela 6.7, slika 6.2) kao i

izlozenih ekonomskih razmatranja, usvojen je hidromodul 1:3 kao optimalan.

6.2.1.3. Parametri za proracun prinosa bioetanola

S obzirom da je proizvodnja bioetanola iz kukuruznog zrna zasnovana na
iskoriS¢enju glukoze nastale hidrolizom skroba, koncentracije ovih ugljenih hidrata u
fermentacionoj smesi predstavljaju parametre neophodne za proracun prinosa ovog
alkohola. U tabeli 6.8. su prikazani parametri za proracun prinosa etanola iz pojedinih
hibrida kukuruza: sadrzaj skroba u zrnu, poc¢etna koncentracija skroba u suspenziji,
teorijska koncentracija glukoze i teorijska koncentracija etanola, dobijeni primenom
jednacina 11, 15 19 (poglavlje 5.2).
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Tabela 6.8. Sadrzaj skroba u zrnu, po¢etna koncentracija skroba u suspenziji pre
hidrolize (hidromodul 1:3), teorijska koncentracija glukoze i teorijska koncentracija
etanola za pojedine hibride kukuruza

Sadrzaj skroba Pocetna konc. Teorijska konc. | Teorijska konc.
Genotip u zrnu, Cs, skroba u suspenziji glukoze etanola
% Cs, g I-l Cglu,teora g I-l Cet,teora %
ZP 172/8 72,85 182,13 202,35 10,32
ZP 243 73,50 183,75 204,15 10,41
ZP 341 70,40 176,00 195,54 9,97
ZP 362 74,61 186,53 207,23 10,57
ZP 377 72,57 181,43 201,57 10,28
ZP 434 72,04 180,10 200,09 10,20
ZP 444 72,25 180,63 200,68 10,23
ZP 484 69,60 174,00 193,31 9,86
ZP 505 73,38 183,45 203,81 10,40
ZP 548 72,04 180,10 200,09 10,20
ZP 560 72,39 180,98 201,07 10,25
ZP 574/8 72,07 180,18 200,18 10,21
ZP 600 74,42 186,05 206,70 10,54
ZP 606 73,16 182,90 203,20 10,36
ZP 611k 68,57 171,43 190,46 9,71
ZP 620b 73,31 183,28 203,62 10,38
ZP 633 73,55 183,88 204,29 10,42
ZP 666 74,26 185,65 206,26 10,52
ZP 677 74,67 186,68 207,40 10,58
ZP 704wx 74,13 185,33 205,90 10,50
ZP 74b 74,94 187,35 208,14 10,62
ZP 747 74,08 185,20 205,76 10,49
ZP 749 73,46 183,65 204,04 10,41
ZP 789 73,66 184,15 204,59 10,43
ZP 808 74,55 186,38 207,07 10,56
ZP 877 74,68 186,70 207,42 10,58
ZP Rumenka 65,38 163,45 181,59 9,26
Minimum 65,38 163,45 181,59 9,26
Maksimum 74,94 187,35 208,14 10,62
SD 2,15 5,37 5,97 0,30
Prosek 72,76 181,90 202,09 10,30
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6.2.1.4. Odredivanje optimalne koncentracije enzima Termamyl SC u fazi

ute¢njavanja skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri hidromodulu 1:3

Pri hidromodulu 1:3, koji je prethodno usvojen kao optimalan, vrSena je dvojno-
enzimska hidroliza primenom razli¢itih koncentracija enzima Termamyl SC i
konstantne koncentracije enzima SAN Extra L (0,10% (v/w)) kako bi se odredila
optimalna koncentracija enzima Termamyl SC. Optimalna koncentracija enzima
Termamyl SC omogucava odgovarajuéi stepen ute¢njavanja odnosno likvefakcije
skroba brasna celog zrna kukuruza koji je neophodan da bi se postiglo $to bolje
osSecerenje u narednoj fazi hidrolize — saharifikaciji. Po zavrSetku dvostepene enzimske
hidrolize odredivani su parametri: koncentracija nastale glukoze, dekstrozni ekvivalent,
prinos glukoze i procenat od teorijske koncentracije glukoze. U tabeli 6.9. i na slici 6.3.

su prikazani rezultati ovog eksperimenta.

Tabela 6.9. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije
glukoze, prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentracije glukoze nakon dvojno-
enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri konstantnim vrednostima
koncentracije enzima SAN Extra L i hidromodula

Koncentracija Dekstrozni Prinos Procenat od
enzima Koncentracija ) teorijske
) ekvivalent | glukoze, ¢ .
Termamyl SC, glukoze, g | DE. o 1 koncentracije
%(v/w) 70 g glukoze,%
0,004 143,94 16,28 0,78 70,46
0,008 149,67 16,92 0,81 73,26
0,010 152,99 17,30 0,83 74,89
0,020 163,75 18,52 0,89 80,16
0,040 159,83 18,07 0,87 78,24
0,060 154,41 17,46 0,84 75,58
0,080 153,22 17,33 0,83 75,00
0,12 152,56 17,25 0,83 74,68
0,16 151,33 17,11 0,82 74,08
0,20 149,72 16,93 0,81 73,29

Uslovi procesa su kao i na slici 6.3.
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Slika 6.3. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu dekstroznog
ekvivalenta nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri
konstantnim vrednostima koncentracije enzima SAN Extra L i hidromodula. Uslovi
procesa: hidromodul 1:3, brzina mesanja v=150 obrt min‘l; utecnjavanje: t=85°C, pH=6,
1=1h; oSecerenje: t=55°C, pH=5, 1=4h, c(SAN Extra L) = 0,10% (v/w)

Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.9. i na slici 6.3. se uo¢ava da pri koncentraciji
0,02% (v/w) enzima Termamyl SC dolazi do povecanja svih prikazanih procesnih
parametara nakon zavrSene dvojno-enzimske hidrolize, a postizu se 1 njihove
maksimalne vrednosti. Pored toga moze se zakljuciti da se primenom koncentracija
enzima izmedu 0,02 1 0,08% enzima Termamyl SC ostvaruju priblizne vrednosti
ispitivanih parametara, kao 1 da dalje povecanje koncentracije enzima dovodi do blagog
pada vrednosti ovih parametara nakon zavrSene dvojno-enzimske hidrolize.

Do sli¢nih zapazanja su dosli i Apar i Ozbek (2004) prilikom izvodenja
likvefakcije kukuruznog skroba a-amilazom iz Bacillus sp. Ispituju¢i uticaj
koncentracije amilaze na stepen hidrolize, utvrdili su da se najveca brzina hidrolize
postize pri koncentraciji amilaze od 1,6 g 1. Takode, utvrdili su da primenom
koncentracija enzima u opsegu 1,6-2,0 g I-1 ne dolazi do promene u brzini hidrolize, sto
objaSnjavaju zasienjem skrobnih granula aktivnim molekulima enzima. Pored
navedena dva istrazivaca, Textor i saradnici (1998) ovu pojavu objasnjavaju jednom
vrstom takozvane enzim-enzim inhibcije koja dovodi do smanjene mogucénosti aktivnih
centara enzima da se efikasno vezu za Cestice skroba.

Budu¢i da je ispitivana hidroliza skroba dvostepeni proces, kako bi se odredila
optimalna koncentracija enzima Termamyl SC, potrebno je da se ispita kako dekstrozni

ekvivalent postignut nakon faze likvefakcije (lh hidrolize) utice na dekstrozni
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ekvivalent nakon zavrsene obe faze hidrolize (5h hidrolize) skroba brasna celog zrna

kukuruza. Rezultati su prikazani u tabeli 6.10. i na slici 6.4.

Tabela 6.10. Uticaj dekstroznog ekvivalenta hidrolizata iz faze utenjavanja na
dekstrozni ekvivalent hidrolizata nakon faze oSecerenja pri konstantnim vrednostima
koncentracije enzima SAN Extra L i hidromodulu, pri razli¢itim koncentracijama
enzima Termamyl SC

Koncentracija enzima | Dekstrozni ekvivalent | Dekstrozni ekvivalent

Termamyl SC, %(v/w) DE (1h), % DE (5h), %
0,004 7,89 16,28
0,008 9,56 16,92
0,010 10,29 17,3
0,020 12,43 18,52
0,040 13,25 18,07
0,060 14,02 17,46
0,080 13,98 17,33
0,12 14,86 17,25
0,16 15,55 17,11
0,20 15,67 16,93

Uslovi procesa su kao na slici 6.3.
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Slika 6.4. Uticaj dekstroznog ekvivalenta hidrolizata iz faze ute¢njavanja na dekstrozni
ekvivalent hidrolizata nakon faze oSecerenja pri konstantnom hidromodulu i
koncentraciji enzima SAN Extra L i razli¢itim koncentracijama enzima Termamyl SC

Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.10. i na slici 6.4. moze se zakljuciti da se

maksimalna vrednost dekstroznog ekvivalenta od 18,52% nakon zavrSene dvojno-

enzimske hidrolize postize primenom enzima Termamyl SC u koncentraciji od 0,02%
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(v/w) u fazi uteCnjavanja skroba. Takode se moze primetiti da se povecanjem
dekstroznog ekvivalenta u fazi ute¢njavanja iznad DE~13 dolazi do pada vrednosti
desktroznog ekvivalenta nakon faze oSecerenja. Dobijeni rezultati su u skladu sa
razultatima istrazivanja koja su sprovedena na Tehnolosko-metalurSkom fakultetu
prethodnih godina na komercijalnom kukuruznom brasnu (Nikoli¢, 2009). Bebi¢ i
saradnici (2000) su postigli sli¢ne rezultate u eksperimentima hidrolize kukuruznog
skroba pomocu enzima Termamyl 120L i AMG 150L. U zavisnosti od primenjenih
procesnih uslova optimalne vrednosti DE nakon likvefakcije kretale su se izmedu 15 i
18. I drugi istrazivaci smatraju da optimalne vrednosti DE nakon likvefakcije treba da se
kre¢u od 10-20 (Aiyer, 2005).

Prema ostvarenim rezultatima prikazanim u tabelama 6.9. i 6.10. i na slikama
6.3. i 6.4, moze se usvojiti koncentracija enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) kao
optimalna za fazu ute¢njavanja skroba kako bi se postigli najbolji efekti u narednoj fazi
hidrolize — saharifikaciji.

U literaturi se takode moze naiéi na podatak da je u eksperimentima koris¢ena
upravo ova koncentracija enzima Termamyl u fazi likvefakcije. Tako su Montesinos i
Navaro (2000) u cilju proizvodnje etanola iz pSeni¢nog brasna izvodili hidrolizu
koriste¢i 0,02% (v/w skroba) enzima Termamyl 120L, dok su Xu i saradnici u fazi
ute¢njavanja skroba kukuruznog brasna koristili koncentraciju a-amilaze od 0,05% (v/w
brasna). Treba napomenuti da amilaza Termamyl 120L ima znatno niZu aktivnost od
Termamyla SC koris¢enog u naSim eksperimentima. Tokom odredivanja optimalne
koncentracije enzima za odredeni proces, neophodno je imati u vidu cenu enzima koja

predstavlja znac¢ajan deo ukupnih troSkova procesa.

6.2.1.5. Odredivanje optimalne koncentracije enzima SAN Extra L u fazi

oSecerenja skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri hidromodulu 1:3

Rezultati eksperimenata vrSenih u cilju odredivanja optimalne koncentracije
enzima SAN Extra L u fazi oSecerenja skroba brasna celog zrna kukuruza prikazani su u
ovom odeljku. Kako bi se odredila optimalna koli¢ina ovog enzima njegova
koncentracija je varirana, pri konstantnoj ranije usvojenoj optimalnoj koncentraciji
enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) i hidromodulu 1:3. Nakon zavrSene dvojno-

enzimske hidrolize odredivani su slede¢i parametri: koncentracija nastale glukoze,
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dekstrozni ekvivalent, prinos glukoze i procenat od teorijske koncentracije glukoze.

Rezultati su prikazani u tabeli 6.11. i na slici 6.5.

Tabela 6.11. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije
glukoze, dekstroznog ekvivalenta prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentraicje
glukoze nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza
ZP 633 pri konstantnoj vrednosti koncentracije enzima Termamyl SC i hidromodula

Koncentracija Dekstrozni Prinos Procenat od
enzima Koncentracija ekvivalent lukoze teorijske
SAN Extra L, glukoze, g I DE. o g ER g koncentracije
% (viw) 70 g glukoze, %
0,020 143,94 16,27 0,78 70,46
0,030 152,99 17,30 0,83 74,89
0,04 154,41 17,46 0,84 75,58
0,10 163,75 18,75 0,89 80,16
0,12 171,35 19,38 0,93 83,88
0,16 166,76 18,86 0,91 81,63
0,20 165,32 18,69 0,90 80,92
0,24 165,83 18,75 0,90 81,17

Uslovi procesa su kao na slici 6.5.
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Slika 6.5. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu dekstroznog
ekvivalenta nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri
konstantnoj vrednosti koncentracije enzima Termamyl SC. Uslovi procesa: hidromodul
1:3, brzina meSanja v=150 obrt min™; utecnjavanje: t=85°C, pH=6, t=1h, c¢(Termamyl
SC)=0,02% (v/w); osecerenje: t=55"C, pH=5, 1=4h
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Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 6.11. i na slici 6.5, najvise vrednosti
procesnih parametara nakon dvojno-enzimske hidrolize se postizu pri koncentraciji
enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w). Pri ovoj koncentraciji enzima koncentracija
glukoze iznosi 171,35 g I, dekstrozni ekvivalent 19,38%, prinos glukoze 0,93 g g i
procenat od teorijske koncentracije glukoze 83,88%. Daljim poveéanjem koncentracije
ovog enzima dolazi do pada vrednosti ostalih prikazanih parametara. Zbog toga je
usvojena koncentracija enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w) kao optimalna za fazu
saharifikacije skroba kukuruznog brasna pri hidromodulu 1:3. Ovim vrednostima se
potvrduju rezultati ranijih istrazivanja sprovedenih na TMF-u (Nikoli¢, 2009). U
industriji se najée§é¢e koristi koncentracija glukoamilaze od 0,8 1 t* (0,8% (v/w))
(Graves i sar., 2007). Lemuz i saradnici (2009) su se u svojim eksperimentima takode
odlucili za ovu koncentraciju enzima glukoamilaze, nakon $to su ispitivali vrednosti
koncentracije od 0,4 i 0,16% (v/w). Xu i saradnici (2005) su objavili nesto viSu
optimalnu vrednost koncentracije glukoamilaze koja je iznosila 0,15% (v/w).

Primenom optimalnih koncentracija enzima postizu se visoke vrednosti prinosa
glukoze odnosno konverzije skroba nakon zavrSene hidrolize. NeSto nize prinose
glukoze od 0,76 g g* postigli su Arasaratnam i saradnici (1993) primenom sli¢nih
koncentracija amilaze i glukoamilaze. Nizi prinosi se mogu objasniti razlikama u
hemijskom sastavu sirovine 1 po¢etnoj koncentraciji supstrata. Veoma visoke vrednosti
konverzije kukuruznog skroba od preko 96% postigli su Karakastsanis i Liakopoulu-

Kyriakides (1998) nakon 24h simultanog dejstva amilaze i glukoamilaze.

6.2.1.6. Kinetika dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna

kukuruza

Analizom dobijenih rezultata usvojeni su optimalni parametri za dvojno-
enzimsku hidrolizu skroba brasna celog zrna kukuruza: hidromodul 1:3, koncentracija
enzima Termamyl SC 0,02% (v/w) i koncentracija enzima SAN Extra L 0,12% (v/w).
Usvojeni parametri su koriS¢eni u svim narednim eksperimentima tokom ispitivanja

alkoholne fermentacije.
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Tabela 6.12. Promena koncentracije glukoze, dekstroznog ekvivalenta, prinosa glukoze
i procenta od teorijske koncentracije glukoze tokom dvojno-enzimske hidrolize skroba
iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633

Vreme, Koncentracijla EE\'ZS\};?;:,[' Prinos . Procenat od teor.
- - (0)
h glukoze, g | DE, % glukoze, g g~ | konc. glukoze,%
1 108,31 12,25 0,59 53,02
2 144,70 16,36 0,79 70,83
3 159,82 18,07 0,87 78,23
4 165,41 18,70 0,90 80,97
5 171,04 19,34 0,93 83,72
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Slika 6.6. Tok dvojno-enzimske hidrolize skroba iz brasna celog zrna kukuruza pri
optimalnim vrednostima procesnih parametara. Uslovi procesa: hidromodul 1:3, brzina
mesanja V=150 obrt min’?, ute¢njavanje — t=85°C, pH=6, ==1h, c(Termamyl SC)=0,02%
(v/w); oSecerenje — t=55°C, pH=5, t=4h, c(SAN Extra L)=0,12% (v/w)

Iz podataka prikazanih u tabeli 6.12. i na slici 6.6. moze se uociti porast
koncentracije glukoze nastale hidrolizom skroba iz brasna celog zrna kukuruza u toku
vremena. Takode se uocava da dolazi do porasta i ostalih parametara: dekstroznog

ekvivalenta, prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentracije glukoze.
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6.2.2. Alkoholna fermentacija hidrolizata skroba iz brasna celog zrna

kukuruza

U eksperimentima alkoholnih fermentacija hidrolizata skroba iz brasna celog
zrna ispitivanih ZP hibrida kukuruza koris¢en je kao proizvodni mikroorganizam kvasac
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus koji je pokazao najbolje fermentativne
karakteristike u prethodnim istrazivanjma sprovedenim na TehnoloSko-metalurSkom
fakultetu (Nikoli¢, 2009). Na osnovu istih istrazivanja koja su potvrdena i na ZP
hibridima, usvojena je i optimalna koncentracija inokuluma proizvodnog
mikroorganizma od 2% (v/v) kojoj odgovara pocetan broj ¢elija ~2:10> CFU ml™,
Takode je usvojena i temperatura odvijanja fermentacije od 30°C kao optimalna. Na

slici 6.7. prikazana je kinetika rasta proizvodnog kvasca u toku procesa fermentacije.
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Slika 6.7. Kinetika rasta kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideous u toku
fermentacije hidrolizata skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633. Uslovi
procesa: hidromodul 1:3, ute¢njavanje: t=85°C, pH=6, t=1h, c(Termamyl SC)=0,02%
(v/w), brzina meSanja v=150 obrt min; osecerenje: t=55°C, pH=5, t=4h, c(SAN Extra
L)=0,12% (v/w), fermentacija: t=30°C, pH=5, t=48h, koli¢ina inokuluma 2% (v/v),
brzina mesanja v=120 obrt min™

Sa slike se 6.7. moze videti da se kvasac Saccharomycescerevisiae var.
elipsoideus u toku prvih 20 ¢asova nalazi u fazi logaritamskog rasta, nakon ¢ega sledi
stacionarna faza koja traje do oko 36h fermentacije, kada pocinje faza umiranja celija
koja je uslovljena iscrpljivanjem Secera iz podloge i1 eventualno inhibicijom visokom

koncentracijom etanola.

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
187




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

6.2.2.1. Kinetika procesa odvojene hidrolize i fermentacije i simultane

hidrolize i fermentacije pod razli¢itim uslovima procesa

U ovoj grupi eksperimenata uporedivana je kinetika proizvodnje bioetanola u
procesima odvojene hidrolize i fermentacije (SHF) i simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF) na brasnu celog zrna hibrida kukuruza ZP 633. U cilju odredivanja
parametara Sto ekonomicnijeg postupka proizvodnje, uporedeni su procesi SSF sa i bez
automatskog mesanja tokom saharifikacije 1 fermentacije.

Na slici 6.8. je prikazana Kinetika ovih procesa.
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Slika 6.8. Kinetika proizvodnje bioetanola tokom SHF i SSF (sa i bez mesanja) procesa
iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 633. Uslovi procesa: hidromodul 1:3,
utecnjavanje: t=85°C, pH=6, t=1h, c¢(Termamyl SC)=0,02% (v/w), brzina meSanja
v=150 obrt min?; SHF proces: osecerenje: t=55°C, pH=5, t1=4h, c¢(SAN Extra
L)=0,12% (v/w), fermentacija: t=30°C, pH=5, koli¢ina inokuluma 2% (v/v), brzina
meSanja v=120 obrt min’'; SSF proces: t=30°C, pH=5, c(SAN Extra L)=0,12% (v/w),
koli¢ina inokuluma 2% (v/v), brzina mesanja v=100 obrt min™

Na dijagramu prikazanom na slici 6.8. isprekidane vertikalne linije predstavljaju
optimalna vremena zavrSetka procesa fermentacije. Najznacajniji parametri proizvodnje

bioetanola u ovim taCkama procesa prikazani su u tabeli 6.13.
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Tabela 6.13. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutin tokom SHF i SSF
(sa i bez mesanja) procesa na brasnu celog zrna hibrida kukuruza ZP 633 pri
optimalnom vremenu trajanja pocesa

Proces
Parametar SSF sa SSF
SHF N -
meSanjem | bez meSanja
Op_tlm_alno vreme 40 32 36
trajanja procesa, h
SadrzZaj bioetanola, % (w/w) 8,78 8,52 7,95
Prinos bioetanola Y ps, g g™ 0,48 0,46 0,43
P_rocenat od teorijskog sadrzaja 84,26 81,76 76.30
bioetanola, %
g\J/?_Ilur?_wletruska produktivnost P, 2,20 2,66 221

Sa slike 6.8. 1 iz tabele 6.13. moze se zakljuciti da se najveci prinosi bioetanola u
toku vremena ostvaruju postupkom SSF sa meSanjem, a neznatno manje vrednosti
postupkom SHF, dok se najnize vrednosti procesom SSF bez meSanja. U optimalnom
vremenu se procesom SHF postiZze visi prinos bioetanola, medutim, procesom simultane
hidrolize 1 fermentacije postize se pocetno skracenje procesa za 4 sata koliko traje
saharifikacija u SHF procesu. Takode treba imati u vidu i da se proces simultane
hidrolize i fermentacije odvija na temperaturi od 30°C §to je znatno niZa temperatura od
one neophodne za saharifikaciju (55°C), te se na taj naCin postize znacajna usteda
energije i povecava efikasnost proizvodnje etanola. Tako bi optimalan proces SHF
ukljucujuéi hidrolizu trajao 45h, SSF sa mesanjem ukljucujuéi likvefakciju 33h, a bez
mesanja 37h.

Wang i saradnici (2005) su ispitivali konvencionalni postupak hidrolize i proces
fermentacije kukuruznog brasna u trajanju od 72h i pri tom dosli do zakljucka da se
nakon 30-36h fermentacije glukoza u potpunosti iscrpi. Ovaj podatak ukazuje na to da
je skracenje postupka sasvim opravdano jer nakon 36h fermentacije ne preostaje vise
glukoze ili je rezidualna koncentracija ovog Secera koji bi kvasac preveo u etanol u

procesu fermentacije zanemarljivo mala.
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6.2.2.2 Proizvodnja bioetanola postupkom odvojene hidrolize i fermentacije

(SHF) skroba iz brasna celog zrna odabranih hibrida kukuruza

U ovim eksperimentima vrSena je odvojena hidroliza i fermentacija skroba na
uzorcima brasna celog zrna odabranih ZP hibrida kukuruza (ZP 434, ZP 633, ZP 611K,
ZP 74b, ZP 704wx i ZP Rumenka). Brasno celog zrna kukuruza (100 g) pomeSano je u
odnosu 1:3 sa vodom. Dodato je 60 ppm Ca** (u obliku CaCl,). Smesa je tretirana
enzimima u dvostepenom postupku. Prvi korak, likvefakcija, odvijala se na temperaturi
od 85°C i pH 6,0 pri koncentraciji enzima Termamyl SC od 0,02% v/w, a drugi korak,
saharifikacija odvijala se na temperaturi od 55°C i pH 5,0 pri koncentraciji enzima SAN
Extra L od 0,12% v/w. Likvefakcija je trajala 1h, a saharifikacija 4h. Hidroliza je vrSena
u erlenmajerima u vodenom kupatilu sa termostatom i meSanjem (brzina mesanja v =
150 obrt min™).

Hidrolizati skroba dobijeni dvostepenim postupkom hidrolize brasna celog zrna
kukuruza podvrgnuti su procesu fermentacije pomocu kvasca S. cerevisiae var.
ellipsoideus u semi-anaerobnim uslovima (pH 5,0; t= 30°C; brzina meSanja: 120 obrt
min™). Pretpostavljeno je da je pasterizacija supstrata postignuta u toku enzimske
likvefakcije (t = 85°C, t= 1h) bila dovoljna te da nije bila potrebno vrsti dodatnu
sterilizaciju pre fermentacije. Smese hidrolizata koje su sadrzale izmedu 170,46 1 188,67
g kg™ pocetne koncentracije glukoze u zavisnosti od hibrida fermentisane su pod
uticajem kvasca u periodu od 48h u erlenmajerima u vodenom kupatilu sa termostatom i
meSanjem. Koncentracija inokuluma koris¢ena u eksperimentima za fermentaciju
hidrolizata brasna celog zrna kukuruza iznosila je 2% w/w. U toku fermentacije prac¢ena
je potrosnja Secera kao i sinteza bioetanola. Fermentacija svakog uzorka vrsena je u tri
ponavljanja.

Vazniji parametri proizvodnje bioetanola odredivani nakon 24 i 48h od pocetka

fermentacije hidrolizata skroba iz brasna celog zrna kukuruza prikazani su u tabeli 6.14.
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Tabela 6.14. Parametri proizvodnje bioetanola

Prinos

Vreme, Sadrzaj Koncentraciia Volumetrijska etanola

Genotip h etanola, % lukoze |.Jl produktivnost Yers: 0

g 9 P,gI*h? etanolapo g

skroba

0 0,00 184,89 0,00 0,000

24 6,51 31,75 2,71 0,362

ZP 434 48 9,64 3,22 2,01 0,535
0 0,00 187,47 0,00 0,000

24 6,80 32,52 2,83 0,370

ZP 633 48 9,22 4,23 1,92 0,501
0 0,00 177,93 0,00 0,00

24 6,34 30,81 2,64 0,370
ZP 611k 48 8,11 4,17 1,69 0,473
0 0,00 185,71 0,00 0,000
24 5,84 30,73 2,43 0,312
ZP 74b 48 9,13 4,53 1,90 0,487
0 0,00 188,67 0,00 0,000
24 6,94 36,13 2,89 0,375
ZP 704wx 48 8,94 523 1,86 0,482
0 0,00 170,46 0,00 0,000
ZP Rumenka 24 6,85 28,47 2,85 0,419
48 8,38 3,76 1,74 0,512

Hibrid ZP 434 dao je najveci sadrzaj bioetanola, volumetrijsku produktivnost i
prinos bioetanola. Najnizi prinos po gramu iskoriséenog skroba odreden kod hibrida ZP
611k i ZP 704wx moze se pripisati visokom sadrzaju tvrde frakcije endosperma (tabela
6.2). Najnizi sadrzaj tvrde frakcije a samim tim i najvisi sadrzaj mekog endosperma
odreden je kod hibrida ZP 433. Kao $to je i1 bilo ocekivano, ovaj hibrid je pokazao
najbolje fermentativne karakteristike (slika 6.9).

Statisticki utvrdena korelacija izmedu prinosa bioetanola nakon 48h fermentacije
(tabela 6.14) i sadrzaja mekog endosperma (tabela 6.2) hibrida ukazuje na to da sa
statisticke tacke glediSta postoji veoma znacajna pozitivna korelacija izmedu ova dva
parametra (r = 0,91).

Efikasnost fermentacije ispitivanih hibrida predstavljena kao procenat od
teorijskog sadrzaja bioetanola nakon 48h fermentacije i prosecni prinosa bioetanola koji

se moze postici po jedinici obradive povrSine prikazani su na slici 6.9.
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Slika 6.9. Procenat od teorijskog sadrzaja nakon 48h fermentacije (sivi stubici) i
prose€an prinos bioetanola po obradivoj povrSini (crni stubici) (Semencenko i sar.,

2013)

ProseCan prinos bioetanola po jedinici obradive povrSine pojedinih hibrida
izraCunat je na osnovu procenta od teorijskog prinosa bioetanola ostvarenog u toku
fermentacije 1 prosecnog prinosa hibrida po hektaru obradive povrSine (podaci Instituta
za kukuruz ,,Zemun Polje®). Najveca efikasnost fermentacije (94,5%) postignuta je na
hidrolizatima skroba iz brasna celog zrna hibrida kukuruza ZP 434 koji je zuban Zutog
zrna.

Rezultati pojedinihih ranije ispitivanin ZP hibrida pokazuju doslednost sa
rezultatima ovog istrazivanja; na primer, prinos bioetanola za hibrid ZP 434 nakon 34h
fermentacije iznosio je 90,20% od teorijskog prinosa. Rezultati prinosa bioetanola na
komercijalnom brasnu koje su objavili Nikoli¢ i saradnici (2009) kretali su se u rasponu
od 77,46 do 80,96% od teorijskog prinosa (u fermentacijama koje su trajale 38h i 72h).
Bialas i saradnici (2010) objavili su prinos bioetanola od 83,38% od teorijske vrednosti
na komercijalnom kukuruznom brasnu u procesu simultane saharifikacije i fermentacije
ciklusa koji je trajao 72h. S obzirom da je skrob iz zrna kukuruza, koji se prvo
hidrolizuje a zatim prevodi u bioetanol u procesu fermentacije, supstanca od sustinskog
znacaja u proizvodnji bioetanola, opravdano bi bilo o¢ekivati da sadrZaj skroba odreduje
prinos bioetanola. Izvestan broj istrazivac¢a (Dien i sar., 2002; Haefele i sar., 2004;
Singh i sar., 2005) objavili su rezultate ispitivanja uticaja odabira hibrida kukuruza u
laboratorijskim postupcima (~ 300 ml zapremine) i zakljucili da prinosi bioetanola nisu

zavisili isklju¢ivo od sadrzaja skroba.
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Istrazivanja mogucnosti proizvodnje bioetanola koja su sproveli na pSenici
Swanston i saradnici, (2007) i Awole i saradnici, (2012) takode su dovela do zakljuc¢ka
da ne postoji direktna korelacija izmedu prinosa bioetanola i koncentracije skroba u
zrnu. 1z navedenog proizlazi da veza izmedu prinosa bioetanola i koncentracije skroba
nije sasvim pouzdana tako da koncentracija skroba ne moze sluziti kao pouzdan 1 jedini
parametar kojim bi se mogao predvideti prinos bioetanola. U skladu sa tim, ovo
istrazivanje dovelo je do zakljucka da sadrzaj skroba u zrnu kukuruza nije jedini faktor
koji utiCe na prinos bioetanola. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da je
koeficijent korelacije izmedu sadrzaja skroba i prinosa bioetanola nakon 48h iznosio
r=0,71, odnosno da postoji veoma znacajna pozitivna korelacija izmedu ove dve
promeljive. Medutim, iako je za najvisi sadrzaj skroba koji je imao hibrid ZP 74b
(tabela 6.4) ocekivan, najveci prinos bioetanola, to se nije ostvarilo. Moguée je da je
maksimalan sadrzaj celuloze i znacajan udeo tvrdog endosperma (tabele 6.4. i 6.2)
uticao na relativno nizak prinos bioetanola.

U nasSem istrazivanju utvrdena je veoma znacajna negativna korelacija izmedu
sadrzaja proteina i prinosa bioetanola, gde je Pirsonov koeficijent korelacije iznosio r= -
0,84 (tabela 6.4. i tabela 6.14).

Pored efikasnosti fermentacije, znacajan faktor u ocenjivanju pogodnosti useva
za proizvodnju bioetanola jeste 1 zahtev za povrSinom obradivog zemljista, to jest prinos
bioetanola koji se moze dobiti po jedinici obradive povrSine. Kvalitet zemljista je
takode veoma znacajan faktor. Kao $to je prikazano na slici 6.9. hibrid ZP 434 daje
najveéi prinos bioetanola po jedinici obradivog zemljista (5783,4 kg ha %), za njim sledi
vostani hibrid ZP 704wx (4646,5 kg ha *). Hibridi ZP 74b i ZP 633 mogu produkovati
sli¢ne prinose bioetanola (4383,9 kg ha * i 4242,0 kg ha ), dok ZP Rumenka i ZP 611k
mogu dati najmanje prinose radunato na obradivu povriinu (3687,3 kg ha ' i 2108,0 kg
ha ). Takode je veoma vazno napomenuti da je hibrid ZP 434 koji se pokazao kao
najbolji za proizvodnju bioetanola, tolerantan na susu, otporan na poleganje i daje dobre
prinose i u skromnijim uslovima gajenja i na nadmorskoj visini do 600 metara. Kinetika
proizvodnje bioetanola i potro$nje Secera najefikasnijeg hibrida ZP 434 ispitivana je u

procesu fermentacije koji je trajao 96h, kao §to je prikazano na slici 6.10.
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Slika 6.10. Kinetika proizvodnje bioetanola i potrosnje glukoze najefiksanijeg hibrida
ZP 434 tokom 96h fermentacije (Semencenko i sar., 2013)

Maksimalan prinos bioetanola ostvaren je nakon 72 h fermentacije, posle Cega je
uoCen neznatan pad prinosa. Medutim, usvojen je period fermentacije od 48h kao
optimalan, uzimaju¢i u obzir neznatne promene u porastu prinosa alkohola sa
produzenjem vremena fermentacije kao i ustede energije i vremena. Osim toga,
produktivnost bioetanola u trenutku 48h bila je veéa i iznosila je 2,01 g I™* h™, dok je za
72hiznosila1,36 gl h™,

Doktorska disertacija Valentina Semencenko

194




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

6.2.2.3 Proizvodnja bioetanola postupkom simultane saharifikacije |
fermentacije (SSF) skroba iz brasna celog zrna ispitivanih hibrida

kukuruza

U ovim eksperimentima je ispitana moguénost smanjenja ukupnih troskova i
povecanja efikasnosti procesa proizvodnje bioetanola primenom postupka simultane
saharifikacije i fermentacije (SSF proces).

Brasno celog zrna ispitivanih hibrida kukuruza (100 g) pomesano je u odnosu
1:3 sa vodom. Dodato je 60 ppm Ca®* (u obliku CaCl,). Prvi korak, likvefakcija,
odvijala se na temperaturi od 85°C pH=6,0 pri koncentraciji enzima Termamyl SC od
0,02% v/w, u trajanju ==1h. Likvefakcija je vrSena u erlenmajerima u vodenom kupatilu
sa termostatom i mesanjem (brzina me$anja 150 obrt min™). Po zavrsenoj likvefakeiji,
smesa je ohladena na 30°C 1 pH podeSena na 5,0. Potom je dodat enzim SAN Extra L u
koncentraciji 0,12% v/w, a zatim i inokulum kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus u
koncentraciji 2% v/v. Simultana saharifikacija i fermentacija vrSene Su U semi-
anaerobnim uslovima (pH=5,0; t= 30°C) u vodenom kupatilu bez mesanja zbog manjeg
utroska energije, a uzorci su u prva Cetiri sata procesa ru¢no meSani na svakih 30
minuta.

Pretpostavljeno je da je pasterizacija supstrata postignuta u toku enzimskog
ute¢njavanja skroba (t=85°C, 1=1h) bila dovoljna te nije bilo potrebno vrsti dodatnu
sterilizaciju pre fermentacije. U toku fermentacije prac¢ena je potros$nja Secera kao i
sinteza bioetanola. Fermentacija svakog uzorka vr$ena je u tri ponavljanja. Prose¢na
potro$nja glukoze nakon 48h fermentacije iznosila je ¢ak 99%, dok se nakon 24h
fermentacije kretala izmedu 80-85% u zavisnosti od hibrida. U tabelama 6.15. i 6.16.
prikazani su rezultati prinosa i produktivnosti bioetanola ostvareni nakon 24 i 48 sati

fermentacije.
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Tabela 6.15. Proces simultane saharifikacije i fermentacije (SSF), Uslovi procesa:
utenjavanje — hidromodul 1:3, t=85°C, pH=5, t=1h c(Termamyl SC)=0,02% (v/w),
brzina mesanja v=150 obrt min™*; saharifikacija i fermentacija — t=30°C, pH=5, c(SAN
Extra L)=0,10% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (v/v), t=24h

Procenat od Volumetrijska
. Sadrzaj etanola , teorijskog Prinos etanola X
Genotip Y . 1 produktivnost, P
o (Wiw) sadrZaja Yers, 90 [t
etanola, % g
ZP 172/8 5,75 55,72 0,316 2,40
ZP 243 5,36 51,49 0,292 2,23
ZP 341 5,99 60,08 0,340 2,50
ZP 362 5,48 51,84 0,294 2,28
ZP 377 5,74 55,84 0,316 2,39
ZP 434 6,07 59,51 0,337 2,53
ZP 444 5,49 53,67 0,304 2,29
ZP 484 5,37 54,46 0,309 2,24
ZP 505 5,36 51,54 0,292 2,23
ZP 548 5,82 57,06 0,323 2,42
ZP 560 5,37 52,39 0,297 2,24
ZP 574/8 5,28 51,71 0,293 2,20
ZP 600 5,42 51,42 0,291 2,26
ZP 606 5,30 51,16 0,290 2,21
ZP 611k 5,24 53,96 0,306 2,18
ZP 620b 5,60 53,95 0,305 2,33
ZP 633 5,98 57,39 0,325 2,50
ZP 666 5,81 55,23 0,313 2,50
ZP 677 5,43 51,32 0,291 2,26
ZP 704 wx 5,19 49,43 0,285 2,20
ZP 74b 5,33 50,19 0,284 2,20
ZP 747 5,27 50,23 0,284 2,20
ZP 749 5,24 50,34 0,295 2,20
ZP 789 5,81 55,70 0,316 2,42
ZP 808 5,34 50,57 0,286 2,23
ZP 877 5,55 52,46 0,298 2,31
ZP Rumenka 4,87 52,59 0,298 2,03
Minimum 4,87 49,43 0,284 2,03
Maksimum 6,07 60,08 0,34 2,53
Prosek 5,50 53,38 0,30 2,30
Doktorska disertacija Valentina Semencenko
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Tabela 6.16. Proces simultane saharifikacije i fermentacije (SSF),Uslovi procesa:
uteénjavanje — hidromodul 1:3, t=85°C, pH=5, t==1h c¢(Termamyl SC)= 0,02% (v/w),
brzina mesanja v=150 obrt min™*; saharifikacija i fermentacija — t=30°C, pH=5, c(SAN
Extra L)=0,10% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (v/v), ==48h

Procenat od Volumetrijska
. Sadrzaj etanola, | teorijskog | Prinos etanola, X
Genotip o . . 1 produktivnost, P
o (W/w) sadrZaja Y ps, 00 [Lht
etanola, % g
ZP 172/8 8,18 79,26 0,447 1,70
ZP 243 8,45 81,17 0,460 1,76
ZP 341 7,97 79,94 0,453 1,66
ZP 362 8,41 79,56 0,451 1,75
ZP 377 8,75 85,12 0,482 1,75
ZP 434 8,96 87,84 0,498 1,87
ZP 444 8,25 80,64 0,457 1,72
ZP 484 7,66 77,69 0,440 1,60
ZP 505 8,01 77,02 0,437 1,67
ZP 548 8,83 86,57 0,490 1,84
ZP 560 8,09 78,93 0,447 1,68
ZP 574/8 8,15 79,82 0,452 1,70
ZP 600 8,33 79,03 0,448 1,74
ZP 606 8,46 81,66 0,462 1,76
ZP 611k 7,25 74,66 0,423 1,51
ZP 620b 8,18 78,81 0,446 1,70
ZP 633 8,17 78,41 0,444 1,70
ZP 666 8,61 81,84 0,464 1,79
ZP 677 8,46 79,96 0,453 1,76
ZP 704 wx 8,07 76,86 0,435 1,68
ZP 74b 8,35 78,63 0,446 1,74
ZP 747 8,75 83,41 0,472 1,82
ZP 749 8,48 81,46 0,462 1,77
ZP 789 8,43 80,82 0,458 1,76
ZP 808 8,52 80,68 0,457 1,78
ZP 877 8,41 79,49 0,450 1,75
ZP Rumenka 7,25 78,29 0,444 1,51
Minimum 7,25 74,66 0,423 1,51
Maksimum 8,96 87,84 0,498 1,87
Prosek 8,27 80,28 0,455 1,72

Na slikama 6.11. i 6.12. dati su uporedni prikaz ostvarenih prinosa bioetanola
nakon 24h i 48h fermentacije SSF procesom i prikaz ostvarenih prinosa nakon 48h kao

procenta od teorijskog sadrzaja bioetanola.
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i visi krajnji prinos ovog alkohola.
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H Procenat od teorijskog sadrzaja etanola, %

Slika 6.12. Prikaz ostvarenih prinosa bioetanola nakon 48h fermentacije kao procenata

od teorijskog sadrzaja etanola
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Kao $to se moze zakljuciti iz podataka prikazanih u tabeli 6.16. i na slikama
6.11. i 6.12, najviSe prinose bioetanola nakon 48h fermentacije ostvarili su hibridi ZP
434, ZP 548, ZP 377, ZP 747, ZP 666, ZP 808, ZP 606 (8,96%, 8,83%, 8,75%, 8,75%,
8,61% i 8,52%, 8,46 redom).

Ovi hibridi se po tipu endosperma mogu svrstati u zubane zutog zrna. Lemuz i
saradnici (2009) su ispitivali prinos bioetanola iz pet razli¢itih tipova hibrida. Ustanovili
su da su najveci prinos bioetanola dali redom: kukuruz zuban, voskovac, kukuruz belog
zrna, kukuruz sa ve¢im udelom ulja i na kraju visokoamilozni kukuruz.

Najve¢u volumetrijsku produktivnost bioetanola ostvario je hibrid ZP 548.
Najnizi prinos bioetanola ostvarili su ZP Rumenka i ZP 611k. Niski prinosi bioetanola
kod ova dva hibrida bili su i o¢ekivani kao posledica visokog udela omotaca (perikarpa)
u strukturi zrna (8,00% i 9,68%, tabela 6.3) i maksimalnog udela tvrde frakcije kod
hibrida ZP 611k (tabela 6.2).

Zavisnost prinosa bioetanola od fizi¢kih i hemijskih svojstava hibrida kukuruza

odredivana je primenom korelacione analize. Rezultati su prikazani u tabelama 6.17. i
6.18.

Tabela 6.17. Koeficijenti korelacije izmedu parametara prinosa etanola i fizi¢kih
karakteristika zrna hibrida kukuruza

AM HM G IF
SadrZaj etanola 051" | -0,727 -0,44 0,49~
Procenat od teorijskog sadrzaja etanola 0,39 059" -0,48 0,52
Prinos etanola, (Ypss, 9 9™) 0,39 0,59 -0,48 052"
Volumetrijska produktivnost 054~ | -0,72" 0,46~ 0,50

oM 1AV MF TF
Sadr7aj etanola -0,41° 0,16 0,69 0,69
Procenat od teorijskog sadrzaja etanola -0,35 0,37 0,82 0,82
Prinos etanola, (Ypss, 9 97) -0,35 0,37 0,82 0,82
Volumetrijska produktivnost 0,45 0,15 0,69 0,69

AM-apsolutna masa, (g); HM-hektolitarska masa, (kg'm”~); G—gustina, (g-cm™); IF—indeks
flotacije (%); OM-otpornost na mlevenje, (s); TF - udeo tvrde frakcije (%); MF — udeo meke
frakcije (%); IAV— indeks apsorpcije vode.

Korelacija je znacajna za koeficijent poverljivosti P: *0,05; **0,01

Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.17. moze se zakljuciti da postoji veoma
znacajna negativna Korelacija izmedu procenta od teorijskog sadrzaja etanola i sadrzaja
tvrde frakcije endosperma (r = - 0,82), a takode veoma znacajna negativna korelacija
izmedu prinosa etanola po gramu supstrata i udela tvrde frakcije (r = - 0,82). Utvrdena

je veoma znacajna pozitivna korelacija izmedu procenta od teorijskog sadrzaja etanola i
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sadrzaja meke frakcije endosperma u zrnu (r = 0,82), a takode i izmedu prinosa etanola
po gramu supstrata i udela meke frakcije, kao i izmedu volumetrijske produktivnosti i
udela meke frakcije (r = 0,69). Iz rezultat korelacione analize prikazanih u tabeli 6.17.
se moze uociti da postoji veoma znaCajna negativna korelacija izmedu udela tvrde
frakcije endosperma i sadrzaja etanola (r = -0,69), kao i izmedu udela tvrde frakcije
endosperma i promenljivih: sadrzaja etanola, procenta od teorijskog sadrzaja etanola,
prinosa etanola po gramu i volumetrijske produktivnosti (r=- 0,69; r= - 0,82, r= - 0,82;
r = - 0,69). Veoma znacajne pozitivne korelacione zavisnosti utvrdene su izmedu
indeksa flotacije i promenljivih: sadrZaja etanola, procenta od teorijskog sadrzaja
etanola, prinosa etanola po gramu i volumetrijske produktivnosti (r = 0,49; r =0,52; r =
0,52; r = 0,50). Znacajna negativna korealacija je utvrdena izmedu otpornosti na
mlevenje i sadrzaja etanola (r = -0,41) kao i izmedu otpornosti na mlevenje i
volumetrijske produktivnosti (r = - 0,45).

Skorija istraZivanja koja su sproveli na razli¢itim sortama pSenice Agu i sar.,
(2009) i Swanson i sar., (2012) pokazala su da postoji negativna korelacija izmedu
prinosa alkohola i tvrdoée zrna pSenice ali i znacajna pozitivna korelacija izmedu
prose¢ne tvrdo¢e zrna 1 sadrzaja proteina kod svih ispitanih sorti pSenice. U
istrazivanjima koja su pikazana u ovoj disertaciji, na ZP hibridima, utvrdena je veoma
znaajna pozitivna korelacija izmedu sadrzaja tvrde frakcije endosperma i sadrzaja

proteina (r = 0,62).

Tabela 6.18. Koeficijenti korelacije izmedu parametara prinosa etanola i hemijskog
sastava zrna hibrida kukuruza

Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj | Sadrzaj | Sadrzaj | Sadrzaj
skroba | rastvorljivih | proteina ulja celuloze | pepela
ugljenih
hidrata
Sadrzaj etanola 0,717 -0,46" -0,68" -0,20 -0,17 0,46
Procenat od teorijskog 018 -0.30 -0.40" 006 -0.24 013
sadrZaja etanola ' ' ' ' ' '
Prinos etanola, (Yps,gg7) | 0,17 -0,30 -0,40" 0,05 -0,23 -0,14
Volumetrijska 0,73" 0,46" 069" | -0238 | -017 | -0,49™
produktivnost

Koeficijent poverljivosti P: *0,05; ** 0,01

Veoma znacajna pozitivna korelacija utvrdena je izmedu sadrzaja etanola
(prinosa etanola izraZzenog u procentima) i sadrZaja skroba u zrnu (r = 0,71) (tabela

6.18). S obzirom da na prinos etanola uti¢e vise faktora, sadrzaj skroba ne moze biti
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jedini prediktor stvarnog prinosa bioetanola. Utvrdena je znacajna negativna korelacija
izmedu sadrzaja etanola i koncentracije rastvorljivinh ugljenih hidrata (r = - 0,46).
Dobijeni koeficijenti korelacije nisu ukazali da postoji znaCajna korelacija izmedu
prinosa etanola i sadrzaja ulja i celuloze.

Ranije sprovedene studije su pokazale da se veliki prinosi etanola mogu postici
iz zrna koja sadrze vise skroba a manje proteina i lipida (Wu i sar., 2006; Srichwong i
sar., 2009). Srcichuwong i saradnici (2010) zakljucili su ispituju¢i podobnost brasna
Cetiri linije kukuruza za proizvodnju etanola da je najbolji prinos ostvario hibrid sa
najve¢im sadrzajem skroba i najmanjim sadrzajem lipida i proteina. U njihovom
eksperimentu je linija sa najviS§im sadrZzajem proteina imala najmanju efikasnost
proizvodnje etanola. U eksperimentima predstavljenim u ovoj disertaciji utvrdena je
znacajna negativna korelacija izmedu sadrzaja etanola i sadrzaja proteina u zrnu (r = -
0,68). Agu i saradnici (2009) takode su ustanovili zna¢ajnu negativnu korelaciju izmedu
prinosa etanola iz pSenice i sadrzaja ukupnog azota (na osnovu kojeg se odreduje
koncentracija proteina).

Identifikovanje hibrida kukuruza sa potencijalom za viSe prinose bioetanola
moze znacajno povecati efikasnost procesa proizvodnje ovog biogoriva od kukuruza
(Lemuz i sar., 2009). Procedura kojom bi se mogao ta¢no predvideti potencijal
odredenih hibrida bio bi od velike koristi kompanijama koje se bave genetikom,
selekcijom i proizvodnjom kukuruza, proizvodnjom bioetanola, kao i samim
uzgajivacima kukuruza.

Vecina studija ukazala je da je potrebno sprovesti dalja istrazivanja kako bi se
preciznije utvrdile eksperimentalne promenljive koje uti¢u na prinos etanola (Lemuz i
sar., 2009).

Kod proizvodnje etanola iz drugih biljnih sirovina primeéene su odredene
korelacije izmedu hemijskog sastava i prinosa etanola. Zhan i sar., (2003) su ustanovili
za osam sorti sirka znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu ukupnog skroba i prinosa
etanola (r2 = 0,25, r = 0,5) kao i veoma znacajnu negativnu korelaciju izmedu sadrzaja
proteina i prinosa etanola (= 0,71, r = -0,84). Oni su zakljucili da geneticka osnova i
lokacija odnosno uslovi gajenja imaju veliki uticaj na prinos etanola. Prema tome,
najefikasniji nacin ispitivanja fermentabilnosti pojedinih hibrida i prinosa etanola jeste
direktno merenje. Potrebno je izvrSiti opseZnija istrazivanja kako bi se ustanovila
idealna korelacija izmedu fizickih karakteristika i hemijskog sastava zrna kukuruza i

prinosa etanola kojom bi se mogao predvideti tacan prinos etanola.
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6.3. MOGUCNOSTI ISKORISCENJA SPOREDNOG PROIZVODA
PROCESA FERMENTACIJE - SUVE KUKURUZNE DZIBRE SA
RASTVORENIM MATERIJAMA KAO HRANIVA ZA ZIVOTINJE

6.3.1. Ispitivanje kvaliteta suve kukuruzne dZibre i moguénosti njene
primene i moguénosti njene primene kao hraniva za pripremu smesa za

ishranu Zivotinja

U eksperimentima su koriS¢eni uzorci kukuruzne dzibre dobijene procesom
odvojene hidrolize i fermentacije pod uslovima navedenim u odeljku 6.2.2.2. Uzorci
ukupne dzibre hibrida kukuruza suseni su U ventilacionoj susnici na temperaturi 60°C u
trajanju od 48h. OsuSeni uzorci su prvo usitnjeni u avanu a potom samleveni u
laboratorijskom mlinu sa rotiraju¢im se¢ivom 1 rashladnom komorom. Rezultati
ispitivanja sadrZaja suve materije, proteina i svarljivosti suve materijie suve kukuruzne

dzibre sa rastvorenim materijama prikazani su u tabeli 6.19.

Tabela 6.19. Sadrzaj suve materije i proteina i svarljivost suve
materije ispitivanih uzoraka suve kukuruzne dzibre

Sadrzaj Sadrizaj Svarljivost
Genotip Suve proteina, | suve materije,
materije, % %
%
ZP 172/8 90,96 31,62 79,70
ZP 243 90,97 31,75 80,57
ZP 341 90,99 30,45 77,02
ZP 362 91,87 33,66 79,02
ZP 377 90,86 30,65 77,02
ZP 434 91,00 32,48 78,78
ZP 444 90,75 31,31 78,33
ZP 505 91,86 29,58 82,41
ZP548 91,11 31,65 77,28
ZP560 91,32 29,86 81,98
ZP574/8 91,61 34,12 82,32
ZP 600 91,64 33,81 82,38
ZP 606 90,81 34,40 77,12
ZP 611k 90,82 36,08 76,61
ZP 620b 91,55 31,60 78,60
ZP 633 91,34 33,81 79,94
ZP 677 91,57 33,30 75,90
ZP 704wx 90,81 34,08 81,88
ZP 74b 90,97 30,85 78,47
ZP Rumenka 90,47 33,51 74,09
Minimum 90,47 29,58 74,09
Maksimum 91,87 36,08 82,41
Prosek 91,16 32,43 78,97
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Sadrzaj suve materije kretao se od 90,47% (ZP Rumenka) do 91,87% (ZP 362)
(tabela 6.19), $to znaci da je sadrzaj vlage u svim uzorcima suve kukuruzne dzibre bio
manji od 12%, maksimalne vrednosti prema pravilniku o kvalitetu hrane za Zivotinje
(Pravilnik o kvalitetu hrane za zivotinje, 2010). Prema Odboru za zitarice SAD (U.S.
Grain Council, 2012) preporuceni sadrzaj vlage u suvoj kukuruznoj dzibri iznosi 11%,
Sto znaCi da su svi ispitani uzorci dzibre ispunili taj kriterijum. Sadrzaj proteina u
uzorcima suve kukuruzne dzibre bio je u okviru vrednosti koje preporucuje Pravilnik o
kvalitetu hrane za zivotinje Republike Srbije (2010). Prema ovom pravilniku kukuruzna
dZibra treba da sadrzi minimalno 25% proteina, do 20% celuloze i do 6% pepela.

Poredenjem sadrzaja proteina u uzorcima suve kukuruzne dzibre (tabela 6.19) sa
sadrzajem proteina u brasnu celog zrna hibrida kukuruza (tabela 6.4) moze se zakljuciti
da se sadrzaj proteina u uzorcima dzibre vise nego udvostrucio u odnosu na kukuruzno

zrno odgovarajucih hibrida kao polazne sirovine (slika 6.13).
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Slika 6.13. Porast sadrzaja proteina u suvoj kukuruznoj dzibri u odnosu
na brasno celog zrna kukuruza

U opstem slucaju, proteini kukuruzne dzibre poti¢u iz dva glavna izvora —
kvasca i zrna kukuruza. Tokom rasta, kvasac fermentiSe skrob i proizvodi ¢elijsku masu
koja je ve¢im delom izgradena od proteina (Belyea i sar., 2004). Stoga jedan deo
proteina kukuruzne dZibre vodi poreklo od kvasca. S obzirom da kvasci ne poseduju
proteoliticke enzime, oni ne mogu da razgrade proteine kukuruza, iz tog razloga proteini
kukuruznog zrna ostaju u dzibri gde se obogacéuju proteinima kvasca. Sadrzaj proteina u

ispitivanim uzorcima suve kukuruzne dzibre bio je viSi od najmanjeg (25%) koji
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preporucuje Pravilnik o kvalitetu hrane za zivotinje Republike Srbije za ovo hranivo
Najveci sadrzaj proteina odreden je u uzorku dzibre dobijene od hibrida ZP 611 k
(36,08%, tabela 6.19), potom u dzibrama sledec¢ih hibrida ZP 606, ZP 574/8 i ZP 704
WX.

Svarljivost suve materije uzoraka kukuruzne dzibre odredena pepsin-celulaznom
metodom, kretala se u rasponu od 74,09% (ZP Rumenka) do 82,41% (ZP 505) (tabela
6.19). Utvrdena je veoma visoka svarljivost suve materije kukuruzne dzibre hibrida
voskovca ZP 704wx (81,88%) (tabela 6.19).Vostani hibridi sadrze priblizno 100%
amilopektinske komponente skroba, za razliku od kukuruza zubana kod kojih je odnos
amilopektina i amiloze 72:28%. Neki istrazivaci utvrdili su da upotreba vostanih hibrida
kukuruza kao zamene za kukuruz zuban ima pozitivne efekte u ishrani krava muzara u
periodu laktacije, kao i kod prirasta goveda (Akay i sar., 2001). Drugi istrazivaci
smatraju da je bolje koristiti kukuruz voskovac nego kukuruz zuban Zutog zrna u ishrani
prezivara upravo zbog visoke svarljivosti amilopektina u buragu prezivara (Mohd 1 sar.,
1984). Dobra svarljivost suve materije vostanog hibrida ZP 704 wx moze se pripisati
najve¢im delom visokoj svarljivoti amilopektina.

Svi koeficijenti svarljivosti suve materije kukuruzne dzibre su visi od
koeficijenata svarljivosti suve materije cele biljke kukuruza. Terzi¢ i saradnici (2010)
objavili su vrednosti svarljivosti suve materije cele biljke kukuruza u rasponu od 58,09
do 66,65%. Ranije objavljeni podaci o svarljivosti suve materije zrna kukuruza dva ZP
hibrida iznosili su 83,90 % za ZP 633 i 81,67% za ZP Rumenku (Radosavljevi¢ i sar.,
2010). Visa svarljivost suve materije zrna kukuruza od svarljivosti suve materije
kukuruzne dzibre moze se objasniti nizim sadrzajem celuloze i pepela 1 viSim sadrzajem
lakosvarljivih ugljenih hidrata (uglavnom skroba) u zrnu kukuruza. Koeficijent
korelacije (r = - 0,15) ukazuje da sadrzaj proteina nema statisticki znacajan uticaj na
svarljivost suve materije.

U tabeli 6.20. prikazan je prose¢an hemijski sastav ispitanih uzoraka suve

kukuruzne dzibre odabranih hibrida kukuruza.
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Tabela 6.20. Hemijski sastav ispitivanih uzoraka suve kukuruzne dzibre

Sadrzaj
SadrZaj Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj ukupnih
. suve . . vlakana
Genotip . proteina, ulja, pepela, BEM, .
materije, % % % % (sirova
% celuloza),
%
ZP 434 91,00 32,48 11,28 5,65 41,32 9,27
ZP 611k 90,82 36,08 10,67 6,17 39,06 8,02
ZP 633 91,34 33,81 11,75 5,80 39,58 9,06
ZP 704wx 90,81 34,08 10,43 5,77 41,12 8,60
ZP 74b 90,97 30,85 10,82 5,85 42,33 10,15
ZP Rumenka 90,47 33,51 12,03 5,87 39,60 8,99

Sadrzaj ulja u uzorcima suve kukuruzne dzibre kretao se rasponu od 10,43 do
12,03%, sli¢ne vrednosti su objavili Spichs i sar. (2002) i Belyea i sar. (2004). Kim i
saradnici (2008) objavili su sadrzaj ulja od 11,6% u suvoj kukuruznoj dzibri. Procenat
pepela u ispitivanim uzorcima suve kukuruzne dzibre varirao je izmedu 5,65 i 6,17%,
bezazotnih materija od 39,06 do 42,32% a ukupnih vlakana (sirove celuloze) od 8,02 do
10,15%. Au isaradnici (2010) navode nesto nizi procenat pepela (4,4%) i ulja (5,7%).
Spiehs i saradnici (2002) su na osnovu 118 ispitanih uzoraka suve dzibre iz razli¢itih
postrojenja u Minesoti 1 Juznoj Dakoti objavili vrednosti navedenih parametara slicne
rezultatima ove disertacije. Ovi autori su u svom radu zakljucili da hemijski sastav suve
kukuruzne dzibre varira ne samo u zavisnosti od vrste sirovine, postupka fermentacije i
procesne tehnologije, ve¢ da se 1 u okviru samog postrojenja razlikuje od Sarze do Sarze.
Zbog toga preporucuju da se barem jedanput godiSnje proverava hemijski sastav suve
dzibre koja se dodaje smeSama za ishranu domacih zivotinja. Takode su zakljucili da je
dzibra koja vodi poreklo od kukuruza bogatija po sadrzaju ulja, ima vecéu svarljivu 1
metabolicku energiju, udeo aminokiselina lizina, metionina i treonina nego dZibra
drugih zitarica, 1 da je stoga pogodnija za ishranu domacih zivotinja, prevashodno
svinja.

U tabeli 6.21. prikazane su raCunskim putem dobijene vrednosti sadrzaja

pojedinih aminokiselina u suvoj kukuruznoj dzibri.
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Tabela 6.21. Sadrzaj pojedinih aminokiselina u uzorcima dzibre izra¢unat prema
jednacinama koje su predlozili Fiene i sar., (2006)

Genotip
Amino kiselina
ZP 434 ZP6llk | zP633 | ZP704wx | ZP74b | ZP Rumenka

Arginin 1,37 1,52 1,42 1,44 1,31 1,41
Izoleucin 1,22 1,36 1,29 1,28 1,15 1,28
Leucin 3,88 4,31 4,09 4,03 3,64 4,01
Lizin 1,03 1,16 1,08 1,09 0,97 1,07
Metionin 0,67 0,74 0,70 0,69 0,63 0,70
Cistein 0,66 0,72 0,68 0,69 0,64 0,68
TSAA 1,32 1,44 1,36 1,37 1,26 1,35
Treonin 1,19 1,31 1,23 1,24 1,13 1,22
Triptofan 0,25 0,28 0,26 0,27 0,24 0,26
Valin 1,62 1,78 1,69 1,68 1,53 1,68

Spiehs i saradnici (2002) objavili su veéi raspon vrednosti sadrzaja arginina
(0,92 - 2,17 %), i nesto nizi sadrzaj leucina (2,97 - 3,81%). Prema Odboru za zitarice
SAD (U.S. Grain Council, 2012) sadrzaj lizina suve kukuruzne dzibre trebalo bi da se
kre¢e u rasponu od 0,61 do 1,06%, arginina 1,01 - 1,48%, triptofana 0,18 - 0,28%,
metionina 0,54 - 0,76%. Izraunate vrednosti za aminokiseline se u vecini slucajeva
slazu sa navedenim prosecima Odbora za Zitarice SAD.

Vrednosti sadrzaja strkturalnih ugljenih hidrata (lignoceluloznih vlakana) u

uzorcima suve kukuruzne dZibre prikazani su u tabeli 6.22.

Tabela 6.22. Vrednosti sadrzaja strukturalnih ugljenih hidrata uzoraka dzibre

SadrZzaj | Sadrzaj | Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj

Genotip NDF-a, | ADF-a, | ADL-a, hemiceluloze, celuloze,
% % % % %
ZP 434 33,81 9,27 1,05 24,54 8,22
ZP 611k 3141 8,02 0,64 23,39 7,38
ZP 633 36,25 9,06 2,20 27,19 6,86
ZP 704wx 34,16 8,59 2,16 25,49 6,44
ZP 74b 38,27 10,15 1,51 28,12 8,64
ZP Rumenka 31,79 8,99 1,15 22,79 7,84

Sadrzaj NDF-a u ispitivanim uzorcima suve kukuruzne dzibre kretao se od
31,41% (ZP 611k) do 38,27% (ZP 74b), ADF-a od 8,02% (ZP 611k) do 10,15% (ZP
74b). Sadrzaj NDF-a, ADF-a, ADL-a, hemiceluloze i celuloze u suvoj kukuruznoj
dzibri visi je nego u celom zrnu kukuruza. Radosavljevi¢ i saradnici (2012) konstatovali

su da se u celom zrnu kukuruza kod sedam ispitivanih ZP hibrida sadrzaj NDF-a kretao
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od 17,59 — 28,84%, ADF-a od 3,89 — 4,88%, ADL-a od 0,34 — 1,08%, hemiceluloze od
13,23 — 24,64% i celuloze od 2,79 — 4,54%. Povecan sadrzaj NDF-a i ADF-a —
lignoceluloznih (dijetetskih) vlakana u kukuruznoj dzibri u odnosu na zrno kukuruza i
njeno koriS¢enje u ishrani dovodi do poboljSanja stanja u rumenu (buragu) prezivara.
Prose¢an sadrzaj NDF-a i ADF-a u ispitanim uzorcima suve kukuruzne dzibre priblizan
je propisanim vrednostima sadrzaja 0vog nutrijenta u sme$ama za ishranu svinja. Prema
Odboru za zitarice SAD (U.S. Grain Council, 2012) prose¢ne vrednosti NDF-a u
kukuruznoj dzibri se kre¢u izmedu 20,1 — 32,9%, a ADF-a izmedu 7,2 1 17,3%. Sadrzaj
NDF-a i ADF-a u ispitivanim uzorcima suve kukuruzne dzibre bio je u opsegu koji za
ove hranljive materije propisuje pravilnik je u skladu sa pravilnikom Odbora za Zitarice
SAD (U.S. Grain Council, 2012). Au i sar., (2010) navode vrednosti sadrzaja NDF-a od
32,9% i ADF-a od 15,5% u suvoj kukuruznoj dzibri. Uzimajuc¢i u obzir uticaj sadrzaja
lignoceluloznih vlakana na svarljivost suve materije kukuruzne dzibre moze se zakljuéiti
da je ona veoma kvalitetno hranivo. MoZe se koristiti u smeSama za ishranu razlicitih
vrsta i kategorija zivotinja, prvenstveno prezivara.

IzraCunate vrednosti svarljive i metabolicke energije suve kukuruzne dzibre

prikazane su u tabeli 6.23.

Tabela 6.23. Svarljiva i metabolicka energija uzoraka suve dzibre

SadrZaj svrljive energije, Sadrzaj metabolicke energije,
. SE ME
Genotip
MJ kg kcal kg™ MJ-kg™ kcal kg™

ZP 434 16,93 4044,1 15,83 3780,4
ZP 611k 17,25 4120,3 16,00 3820,5
ZP 633 17,11 4087,7 15,95 3809,7
ZP 74b 16,36 3908,4 16,18 3865,7
ZP 704wx 17,07 4076,8 15,90 3797,3
ZP Rumenka 17,11 4087,4 15,96 3812,0

Sadrzaj svarljive energije u uzorcima suve kukuruzne dzibre ispitivanih ZP
hibrida kretao se od 16,36 MJ kg™ (ZP 74b) do 17,25 MJ-kg™ (ZP 611k) a metabolicke
energije od 15,83 MJ kg™ (ZP 434) do 16,18 MJ kg™ (ZP 74b). Sve ispitivane suve
kukuruzne dzibre imale su visok sadrzaj kako svarljive tako 1 metabolicke energije pa
spadaju u grupu kako proteinskih tako i visoko energetskih hraniva. Stein i Shurson
(2009) navode proseéne vrednosti sadrzaja svarljive energije 4088 kcal kg™ (17,12 MJ
kg™) i metabolicke energije 3989 kcal kg™ (16,70 MJ kg™) iz deset razligitih uzoraka
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suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama koja je koriS¢ena u ishrani svinja.
Spiehs i sar., (2002) objavili su rezultate sitradivanja u kojem su se vrednosti sadrzaja
svarljive energije kretali u rasponu od 3879 do 4084 kcal kg™ (16,24 - 17,10 MJ kg?), a
metabolicke energije od 3661 do 3838 kcal kg™ (15,33 — 16,07 MJ kg'™)

Najveca prednost kvalitetne suve kukuruzne dzibre u odnosu na brasno od
kukuruznog glutena i hranivo od kukuruznih mekinja kao i suvi pivski trop jeste visoki
sadrzaj ulja 1 iskoristivog fosfora. Vrednosti za sadrzaj svarljive i metabolicke energije
suve kukuruzne dzibre znatno su vise od vrednosti ovih energija izraCunatih za hraniva
od vrednosti sadrzaja ovih energija izraCunatih za hraniva od kukuruznih mekinja i
pivskog tropa (US Grains Council, 2012).

IzraCunate vrednosti sadrzaja svarljive i metabolicke energije ispitivanih uzoraka
suve kukuruzne dzibre proporcionalne su vrednostima energetskih potreba svinja koje je
objavio Nacionalni istrazivacki odbor Sjedinjenih drzava (NRC, 1998).

ProseCan sadrzaj mineralnih materija odredenih u uzorcima suve kukuruzne

dzibre nije znacajno varirao od hibrida do hibrida (tabela 6.24).

Tabela 6.24. Prose¢an sadrzaj mineralnih materija u uzorcima suve kukuruzne dzibre

Mikroelement | Prose¢na vrednost, g kg™
Fosfor - P 13,63
Kalcijum - Ca 2,87
Bakar - Cu <2,5:10°
Gvozde - Fe 4,77-10°
Magnezijum - Mg 1,33
Mangan - Mn 8,63-10”
Kalijum - K 12,39
Natrijum - Na 1,00-10"
Cink - Zn 6,61-107

Prose¢ne vrednosti sadrzaja mikroelemenata od velikog znaaja za ishranu
domacih Zivotinja - kalcijuma 1 fosfora, odredene u uzorcima dzZibre iznosile su 2,87 g
kg™t i 13,63 g kg™, respektivno. Ove vrednosti su u skladu sa preporukama Pravilnika o
kvalitetu hrane za zivotinje (2010). Prosecan sadrzaj fosfora bio je nesto iznad vrednosti
preporuéenih za veéinu potpunih smesa (6,0 — 8,0 g kg™), osim za dopunske smese za
ishranu svinja i tov junadi za koje je gornja granica 26 g kg™. Spiehs i saradnici (2002)
objavili su vrednosti izmedu 8,3 i 10,2 g kg™. Fosfor je veoma skupa hranljiva materija

neophodna za ishranu zivotinja i ima veliki znacaj u planiranju upravljanja organskim
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dubrivom (Cromwell, 1979). Medutim, u poredenju sa rezimom ishrane baziranom na
kukuruzu 1 soji, iskoristivost fosfora se poboljSava u kukuruznoj dzibri zahvaljujuci
fermentaciji za vreme koje se deo fitatnog fosfora iz kukuruza hidrolizuje pod dejstvom
mikrobne fitaze kvasca (Cromwell, 1979). Utvrdene vrednosti koncentracije cinka i
magnezijuma za suvu kukuruznu dzibru po sadrzaju su zadovoljavajuce tako da se ova
dzibra moze koristiti kao komponenta za vecinu smesSa, dok je po sadrzaju gvozda
najpogodnija za smeSe koje se koriste u ishrani zivine i goveda. Srednja vrednost
koncentracije kalijuma iznosila je 12,39 g kg dok su Spiehs i saradnici (2002) objavili
neSto nize vrednosti izmedu 9,0 1 10,8 g kg’l. Prema izvestaju Odbora za zitarice
Sjedinjenih drzava (U.S. Grains Council, 2012) kvalitetna suva kukuruzna dzibra treba
da sadrzi prose¢no 8,4 g kg™,

Koris¢enje suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama u kombinaciji sa
drugim hranivima obroka kao i1 komponente u smesSama (potpune, dopunske) doprinosi
poboljSanju ukusa i iskori§¢enja kompletnog obroka i smesa koje se koriste u ishrani
domacih zivotinja.

Shodno tome u svetu postoji tendencija da se poveca udeo suve kukuruzne
dzibre u kombinaciji sa drugim hranivima obroka i u smeSama (potpune, dopunske) za
ishranu razlicitih vrsta 1 kategorija domacih Zivotinja.

Objavljeni su brojni radovi na temu koriS¢enja suve kukuruzne dzibre u ishrani
Zivotinja.

Niemiec 1 sar. (2013) smatraju da udeo suve kukuruzne dzibre preko 15% u
potpunim smes$ama za ishranu koka nosilja dovodi do blagog pada proizvodnih rezultata
(smanjenja nosivosti) 1 pogorSanja ispitivanih parametara kvaliteta jaja. Prema Loaru 1
sar. (2010) 16% suve kukuruzne dZibre u smesi za koke nosilje daje najbolje proizvodne
rezultate u poredenju sa kontrolnom grupom i grupom sa razli¢itim udelom suve
kukuruzne dZibre. Lumpikns 1 sar. (2004) zakljucili su da udeo suve kukuruzne dzibre u
smesi za pocetni tov brojlera moze biti 6%, a 12-15% maksimalno u ostalim fazama
tova brojlera. Noll i Brannon (2005) smatraju da bi udeo suve kukuruzne dzibre mogao
da bude do 20% u smeSama za porast i zavrsni tov ¢urki. Huang i sar. (2006) objavili su
rezultate koji ukazuju da dodavanje do 18% suve kukuruzne dzibre u smese za ishranu
pataka nosilja nije imalo znacajan uticaj na koli¢inu unete hrane, konverziju hrane 1
kvalitet ljuske jaja. Kod pataka nosilja koje su hranjene smeSom sa 18% kukuruzne

dzibre proizvodnja jaja se tokom zime povecala.
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Upotreba suve kukuruzne dzibre u ishrani svinja sve se viSe povecava. Mnogi
odgajivaci dodaju 20% suve kukuruzne dzibre u smese za sve kategorije svinja. lako se
ovaj procenat preporucuje, neki odgajivaci koriste suvu kukuruznu dzibru i u veéem
procentu (do 30%) za ishranu svinja i prasadi u porastu i tovu. Zbog rizika da veéi udeo
suve kukuruzne dzibre u ishrani svinja negativno uti¢e na kvalitet (¢vrstinu) slanine,
ovaj udeo bi trebalo ograniéiti na 20% dok se negatvni uticaj detaljno ne ispita. Pri
formulisanju smesa sa suvom kukuruznom dzibrom za ishranu razli¢itih kategorija
svinja treba obratiti paznju da se zadovolje potrebe za svarljivim amino kiselinama i
usvojivim fosforom, kao i za odnosom lizina i proteina. Odnos lizina i proteina ne bi
trebalo da bude nizi od 2,80 u smeSama za ishranu svinja (Stein, 2007).

U svim fazama tova junadi udeo suve kukuruzne dzibre moze biti 40% od suve
materije obroka. Sa ovakvim udelom suve kukuruzne dzibre u obroku za tov junadi
ostvaruju se veéi prirast, bolji kvalitet mesa i polutki. Suva kukuruzna dzibra kao
dodatak hranivima obroka za ishranu junadi u tovu koristi se kao izvor proteina da bi se
smanjio udeo glutenskog i sojinog brasna u obroku, naro€ito u kombinaciji sa silazom
losijeg kvaliteta, 2) kao izvor lignoceluloznih vlakana (NDF) kao zamena za kukuruzno
glutensko brasno 1 sojine ljuspice 3) kada je potrebno povecati sadrzaj masti u obroku

(U.S. Grains Council, 2012).

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
210




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

6.4. TEHNOLOSKE KARAKTERISTIKE MOKROG MLEVENJA
ODABRANIH HIBRIDA KUKURUZA

Prinos, iskoriS¢enje i Cistoca skroba, odnosno sadrzaj proteina u izolovanom
skrobu, predstavljaju najznacajnije parametre pri ocenjivanju tehnoloske vrednosti zrna
hibrida kukuruza u mokroj preradi. Visok stepen iskoriS¢enja i prinos skroba, kao 1
nizak sadrzaj proteina u dobijenom skrobu, osnovni su pokazatelji dobro izvedenog
postupka mokrog mlevenja kukuruza. Prinos skroba predstavlja odnos koli¢ine
dobijenog skroba i polazne koli¢ine zrna, dok je iskoriS¢enje skroba procentualni udeo
dobijenog skroba u odnosu na koli¢inu ukupno prisutnog skroba u zrnu.

U tabelama 6.25, 6.26. i 6.27. su prikazani rezultati dobijeni laboratorijskom
metodom postupka mokrog mlevenja deset odabranih hibrida kukuruza.

Tabela 6.25. Karakteristike mokrog mlevenja odabranih hibrida kukuruza

Prinos suve materije po frakcijama

Genotip vodaod | i | Mekinje, | Skrob, Procesna

mocenja, % % % Gluten, % voda,

% %

ZP 172/8 4,48 8,86 10,30 62,41 6,53 0,22
ZP 243 4,55 8,76 9,96 61,67 7,05 0,21
ZP 341 4,22 7,65 10,15 66,34 7,04 0,20
ZP 434 4,21 8,18 10,52 65,25 6,71 0,23
ZP 505 4,25 8,21 9,18 62,32 6,43 0,19
ZP 548 4,70 8,15 8,43 64,29 6,52 0,17
ZP 677 4,28 8,05 8,32 67,43 6,54 0,20
ZP 704wx 4,56 7,85 9,84 66,99 6,15 0,18
ZP 808 4,33 7,27 8,75 68,34 5,64 0,16
ZP Rumenka 4,41 9,31 12,52 61,19 8,23 0,15
Minimum 4,21 6,27 8,32 61,19 5,64 0,15
Maksimum 4,70 9,31 12,52 68,34 8,23 0,23

Na osnovu tabelarno prikazanih rezultata moze se videti da se prinos skroba
ispitanih hibrida kretao u rasponu od 61,19% za ZP Rumenka do 68,34% za ZP 808, Sto
odgovara iskoris¢enju skroba od 93,53% i 91,65%. Hibrid ZP 341 je pokazao najvece
iskoris¢enje skroba od 94,15%, a najmanje iskoris¢enje od 83,86% hibrid ZP 243
(tabela 6.25). Eckoff i saradnici (1993) navode da se industrijski prinosi skroba krec¢u
izmedu 64,3-67,5% a laboratorijski izmedu 63,7-67,5%, dok su odgovarajuca
iskoris¢enja skroba 91,6-99,8%, odnosno 97,9-99,4%. Prinos klice kretao se u rasponu
od 6,27% (ZP 808) do 9,31% (ZP Rumenka). Prinos mekinja varirao je od 8,32% (ZP
677) do 12,52% (ZP Rumenka). Visoki prinos mekinja kod hibrida ZP Rumenka
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posledica je visokog udela perikarpa u strukturi zrna ovog hibrida (tabela 6.3). Eckoff i
saradnici (1993) u svom radu navode da se ostvareni prinosi mekinja kre¢u izmedu
8,8% 1 13,05% a glutena u rasponu 5,7-14,5%. Najveci prinos glutena u ovom
istrazivanju pokazao je hibrid ZP Rumenka (8,23%) a najmanji ZP 808 (5,64%).

Tabela 6.26. Sadrzaj, prinos i iskori$éenje izolovanog skroba odabranih hibrida

kukuruza
. Sadrzaj Prinos IskoriSc¢enje
Genotip S‘lef:]%b% /u skroba, % skroba, %
, Y0
ZP 172/8 72,85 62,41 85,61
ZP 243 73,50 61,67 83,86
ZP 341 70,40 66,34 94,15
ZP 434 72,04 65,25 90,49
ZP 505 73,38 62,32 84,91
ZP 548 72,04 64,29 89,20
ZP 677 74,67 67,43 90,15
ZP 704wx 74,13 66,99 90,35
ZP 808 74,55 68,34 91,65
ZP Rumenka 65,38 61,19 93,53

Kao $to se moze videti i sa grafickog prikaza (slika 6.14), iako je hibrid ZP 808
ispoljio najveci prinos istalozenog skroba, najvece iskoris¢enje je pokazao hibrid ZP
341. Hibrid ZP 808 je takode imao najniZze prinose glutena i klice (tabela 6.25).
Koeficijenti korelacije izmedu prinosa skroba i sadrzaja skroba u zrnu (r = 0,50) kao i
izmedu prinosa skriba 1 iskoriS¢enja skroba (r = 0,51) ukazuju na veoma znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu ovih promenljivih. Medutim, sadrzaj skroba u zrnu
kukuruza nije jedini faktor koji uti¢e na prinos istalozenog skroba. Rezultati su u skladu
sa rezultatima ranije sprovedenih istrazivanja u Institutu za kukuruz “Zemun Polje”

(Milasinovi¢, 2005).
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Slika 6.14. Uporedni prikaz prinosa i iskoris¢enja skroba

odabranih hibrida kukuruza

Eckoff (1999) navodi da varijabilnost prinosa skroba u mokroj preradi najvise
zavisi od geneticke osnove (oko 70%), dok je uticaj faktora spoljasnje sredine oko 30
%.

Amiloza i amilopektin iako su izgradeni isklju¢ivo od o-D-glukoze kao
monosaharidne komponente, medusobno se znatno razlikuju po svojim funkcionalnim
karakteristikama. Odnos amiloze i amilopektina u skrobnim granulama predstavlja
jedan od najvaznijih parametara koji znacajno uti¢e na funkcionalne osobine skroba. U
proseku, normalni kukuruzni skrob se sastoji od 24-26% amiloze 1 74-76%
amilopektina. Skrobovi odredenih vrsta kukuruza, je¢ma i pirinca oznaceni kao vostani,
sadrze iznad 90% amilopektina, a najcistiji sadrZe iskljucivo amilopektin (Milasinovi¢,
2005). Nasuprot tome, poznati su i skrobovi sa visokim sadrzajem amiloze, kao §to je
slucaj sa visokoamiloznim kukuruzom koji sadrzi izmedu 55 i 85% amiloze (Whistler i
sar., 1984).

Skrobovi koji sadrZze samo jednu polisaharidnu komponentu, imaju specifi¢ne
osobine i kao takvi pro$iruju primenu skroba, odnosno kukuruza i otvaraju nove
mogucnosti posebnih primena, za koje obican kukuruzni skrob ne moze da se koristi
(Milasinovi¢, 2005).

Rezultati odredivanja sadrzaja amiloze i amilopektina u uzorcima skroba

izolovanog iz zrna ispitivanih hibrida kukuruza prikazani su u tabeli 6.27.
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Tabela 6.27. Sadrzaj amiloze i amilopektina u izolovanim skrobovima

. Sadrzaj Sadrzaj

Genotip - - "
amiloze, amilopektina,
% %

ZP 172/8 23,7 76,3
ZP 243 24,4 75,6
ZP 341 23,2 76,8
ZP 434 23,6 76,4
ZP 505 25,1 74,9
ZP 548 24,1 75,9
ZP 677 23,8 76,2
ZP 704wx 1,0 99,0
ZP 808 24,1 75,9
ZP Rumenka 23,7 76,3

Sadrzaj amiloze u ispitivanim skrobovima kretao se od 1% kod hibrida ZP
704wx do 25,1% kod hibrida ZP 505. Vecina ispitivanih skrobova spadaju u grupu
takozvanih normalnih skrobova, osim skroba hibrida ZP 704wx koji spada u grupu
vostanih. Ovi rezultati su u skladu sa ranije objavljenim rezultatima istraZivanja
(Milasinovi¢ 2005; Radosavljevié i sar., 2009.a).

U tabeli 6.28. prikazani su rezultati ispitivanja sadrzaja proteina i svarljivosti

skroba izolovanog iz zrna ispitivanih hibrida kukuruza.

Tabela 6.28. Sadrzaj proteina i savrljivost skroba
izolovanog iz zrna ispitivanih hibrida kukuruza

v . Svarljivost
. Sadrzaj -
Genotip - izolovanog
proteina
skroba,
u skrobu, % o
0
ZP 172/8 0,21 90,07
ZP 243 0,20 89,56
ZP 341 0,17 90,16
ZP 434 0,26 91,24
ZP 505 0,23 89,84
ZP 548 0,26 91,40
ZP 677 0,27 89,93
ZP 704wx 0,22 92,74
ZP 808 0,16 88,15
ZP Rumenka 0,19 89,72

Sadrzaj proteina u izolovanom skrobu se kretao od 0,16 do 0,27 §to ukazuje na
dobar kvalitet dobijenih skrobova, s obzirom da je prema “Pravilniku 0 kvalitetu skroba
i proizvoda od skroba za prehrambene svrhe” (1996) maksimalna dozvojena granica

udela proteina u skrobu 0,4%.
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Kao S$to se moze videti iz podataka prikazanih u tabeli 6.28, svarljivost

izolovanog nativnog skroba ispitivanih hibrida varirala je u rasponu od 88,15% (ZP
808) do 92,74% (ZP 704 wx). Izracunati koeficijent korelacije izmedu svarljivosti
skroba i udela amilopektinske frakcije u molekulu skroba (r = 0,70) ukazuje da postoji
veoma znacajna korelacija izmedu ova dva parametra. Ovi podaci se mogu uporediti sa
rezultatima Dadoa i Beeka (1998) koji su za normalne hibride ustanovili svarljivost
skroba od prosecno 89,2%, a za visokolizinske (opaque-2) hibride ¢ak 95,8%. Ranija
ispitivanja svarljivosti nativnog kukuruznog skroba hibrida pokazala su da se ovaj
parametar kretao u rasponu od 8,4% za visokoamilozni do 92,8% za vostani kukuruzni
skrob nakon 24h hidrolize a-amilazom izolovanom iz svinjskog pankreasa
(Radosavljevi¢ i sar., 2009.a). Razgradnja skroba u buragu prezivara predstavlja
najznacajniji izvor energije za ove zivotinje. VVrednosti svarljivosti skroba, na koju utic¢e
udeo amiloze i amilopektina, moze dovesti do promena u samom toku procesa
fermentacije u buragu prezivara — Stvaranja produkata fermentacije (propionske i
siréetne kiseline). Promena koncentracije ovih isparljivih masnih kiselina uticu na
promene u prinosu i sastavu mleka (Wester i sar., 1992; Nocek i sar., 1991). Takode su
uocene razlike u svarljivosti skroba u okviru biljne vrste, zbog toga selekcija hibrida
moze potencijalno biti metoda za izmenu svarljivosti skroba. Wester i saradnici (1992)
su uocili da postoji pozitivna korelacija izmedu svarljivosti skroba Cetiri razliCite sorte
sirka 1 efikasnosti hraniva pri ishrani junadi. Sli¢ne ali neSto slabije korelacije izmedu
svarljivosti skroba i efikasnosti hraniva pri ishrani goveda su ustanovili Ladely i
saradnici (1995) sa razli¢itim hibridima kukuruza.
Izmedu procenta od teorijskog sadrzaja etanola i svarljivosti skroba izracunat je
koeficijent korelacije (r = 0,78) koji ukazuje da postoji veoma znacajna korelacija
izmedu ove dve promeljive. S obzirom na znacaj hidroliticke razgradnje skroba do
fermentabilnih Secera za Sto efikasniji proces alkoholnog vrenja ovakva vrednost
korelacije je 1 bila o€ekivana.

Dien i saradnici (2002) su koristili proceduru da odrede potencijalni prinos
etanola i merili prinos izdvojenog skroba laboratorijskom metodom mokrog mlevenja
(Eckoff i sar., 1996). Koristili su pet hibrida kukuruza i zakljuéili da je prinos
izdvojenog skroba u znadajnoj korelaciji sa fermentabilnos¢u skroba (r* = 0,42).
Odredivanje koeficijenta korelacije izmedu prinosa etanola i prinosa izdvojenog skroba
ispitivanih ZP hibrida konstatovano je da pozitivna korelaciona povezanost izmedu ove

dve promenljive nije statisticki znacajna (r = 0,38, r? = 0,14). Pruiett (2002.,
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neobjavljeni podaci) je na ispitivanih 18 hibrida primenio postupak mokrog mlevenja i
skracenog suvog mlevenja kojima je utvrdio ukupnu koncentraciju glukoze; ovi podaci
su uporedeni sa ukupnim prinosom izolovanog skroba. Glukoza i istalozeni skrob nisu
bili u statisticki znacajnoj korelaciji (r* = 0,05). Singh i Graeber (2005) su utvrdili
prinose etanola i izdvojenog skroba za 18 hibrida koji su gajeni na Cetiri razlidite
lokacije. Oni su objavili da nema statisticki znacajne korelacija izmedu konac¢nog
prinosa etanola i izdvojenog skroba (r* = 0,0038) niti izmedu kona¢nog prinosa etanola i
ukupnog sadrzaja skroba (r> = 0,0001). Haefele i saradnici (2004) su sproveli
laboratorijsko ispitivanje 26 hibrida razliCite geneticke osnove. Merili su potencijalni
prinos etanola u vidu potros$nje ugljen-dioksida po jedinici mase Cestica kukuruznog
brasna i zakljuCili da je korelacija izmedu ukupnog sadrzaja skroba i prinosa etanola

veoma zna&ajna (r* = 0,62).

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
216




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

6.5. ENERGETSKI | EKONOMSKI ASPEKTI PROIZVODNJE
ETANOLA 1Z HIBRIDA KUKURUZA

Energetska vrednost goriva predstavlja jedan od bitnih faktora koje treba imati u
vidu prilikom projektovanja procesa proizvodnje. Koli¢ina energije odredenog goriva
usko je povezana i sa formiranjem njegove cene na trzistu.

U ovom odeljku izra¢unate su energetske vrednosti bioetanola koji se moze
dobiti iz kilograma kukuruza, odnosno energije sagorevanja izrazene u MJ. Zatim su
odredene energetske vrednosti celog zrna, pojedinih komponenata zrna, kukuruznog
oklaska (kocanke) i sporednog proizvoda procesa dobijanja bioetanola — suve
kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama.

U literaturi se moze pronaci podatak da energija sagorevanja 1 mol-a etanola
iznosi 1367 kJ (Huang i Zhang, 2011) dok Patzek (2004) navodi podatak 1363,9 MJ
kmol™. Ako je molarna masa etanola 46,07 g mol™ moZe se izratunati energija
sagorevanja etanola po kilogramu koja se poklapa sa podatkom koji je objavio Patzeka
(2007) i iznosi 29,7 MJ kg, odnosno 23,4 MJ I'. U poredenju sa bioetanolom obi¢an
benzin sadrzi energiju od 34,8 MJ I odnosno 44,4 MJ kg. Sa dijagrama koji je
prikazan na slici 5.6. (poglavlje 5.2.14) koja prikazuje odnos energije sagorevanja
etanola pre i posle precis¢avanja moze se ocitati podatak da se energija nakon
pre¢is¢avanja za prinos etanola od 5,5% (w/w) smanjuje za ¢ak 22%, a za prinos etanola
od 8,5% (w/w) oko 17%.

U tabeli 6.29. prikazani su rezultai proracuna energija sagorevanja koli¢ine
etanola dobijene po kilogramu kukuruza u SSF procesu nakon 24 i 48h fermentacije i
adekvatne koli¢ine energije pre¢iS¢enog etanola “fuel grade” Cistoce. Uslovi procesa su
kao u tabelama 6.15 i 6.16.
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Tabela 6.29. Energija sagorevanja koli¢ine etanola dobijene po kilogramu
kukuruza u SSF procesu nakon 24 i 48h fermentacije i adekvatne koli¢ine

NS4

energije precis¢enog etanola “fuel grade” Cistoce. Uslovi procesa su kao u

tabelama 6.15 i 6.16.

24h fermentacije 48h fermentacije

sagorevanja | EMEOia | ot ia | sagorevanga

Genotip dobijene sagcirve yanja dobijene prescenog
koli¢ine gtl::(lj;elmg koli¢ine etanola 48h,

etanola, MJ ' etanola, MJ MJ
ZP 172/8 6,17 3,76 8,77 7,28
ZP 243 5,67 3,46 8,93 7,41
ZP 341 6,27 3,83 8,35 6,93
ZP 362 5,69 3,47 8,74 7,25
ZP 377 5,96 3,64 9,08 7,54
ZP 434 6,39 3,90 9,43 7,82
ZP 444 5,75 3,51 8,64 7,17
ZP 484 571 3,48 8,14 6,76
ZP 505 5,66 3,45 8,46 7,02
ZP 548 6,24 3,81 9,47 7,86
ZP 560 5,66 3,45 8,52 7,07
ZP 574/8 5,44 3,32 8,40 6,97
ZP 600 5,59 341 8,60 7,14
ZP 606 5,50 3,36 8,78 7,29
ZP 611k 5,69 3,47 7,87 6,53
ZP 620b 5,86 3,58 8,56 7,11
ZP 633 6,29 3,84 8,59 7,13
ZP 666 6,07 3,70 9,00 7,47
ZP 677 5,70 3,48 8,88 7,37
ZP 704wx 5,50 3,36 8,55 7,10
ZP 74b 5,49 3,35 8,60 7,14
ZP 747 5,45 3,32 9,05 7,51
ZP 749 5,41 3,30 8,75 7,27
ZP 789 6,04 3,69 8,77 7,28
ZP 808 5,60 341 8,93 7,41
ZP 877 5,84 3,56 8,85 7,35
ZP Rumenka 5,29 3,23 7,88 6,54
Minimum 5,29 3,23 7,87 6,53
Maximum 6,39 3,90 9,47 7,86
Prosek 5,78 3,52 8,69 7,21
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Iz podataka prikazanih u tabeli 6.29. se moze zakljuciti da je nakon 24h
fermentacije energetski najefikasniji hibrid ZP 434 (6,39 MJ) odnosno da je energetski
najmanje efikasan hibrid ZP Rumenka (5,29 MJ). Nakon 48h fermentacije energetski je
bio najefikasniji hibrid ZP 548 (9,47 MJ), a za njim slede hibridi ZP 434 (9,43 MJ) i ZP
377 (9,08 MJ), dok se kao najmanje efikasan pokazao se hibrid ZP 611k (7,87 MJ).
Etanol se nakon fermentacije mora izdvojiti iz fermentacione podloge postupcima
destilacije 1 rektifikacije kako bi se dobio anhidrovani etanol koji sadrzi minimalno
99,5% etanola i zadovoljava standarde kvaliteta motornog goriva (Mojovic i sar., 2007).
Povecanjem koncentracije etanola znacCajno se smanjuju troSkovi njegove separacije,
posebno ako je koncentracija niza od kriticne koja iznosi 4% (w/w). Kada je
koncentracija etanola niza od kriti¢ne, izdvajanje etanola standardnim postupkom
destilacije nije ekonomic¢no. Za separaciju ¢etvoropostotnog etanola potrebno je utrositi
35% njegove energije sagorevanja (Huang i Zhang, 2011). Kao $to se sa dijagrama
prikazanog na slici 5.6 (poglavlje 5.2.14) moze zakljuciti, energetska efikasnost etanola
se znatajno povecava sa porastom procenta prinosa etanola ostvarenog fermentacijom,
jer je i smanjenje energije nakon procesa preci§¢avanja manje. 1z navedenog razloga se
moze zakljuciti da je ekonomski isplatljivije produzenje procesa fermentacije u cilju

postizanja §to viSeg prinosa etanola.
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Tabela 6.30. Energija sagorevanja pojedinih hemijskih komponenata zrna hibrida
kukuruza i aproksimirana energija sagorevanja celog zrna po kilogramu kukuruza

Energija Energija . Energija Energija | Aproksimirana
Genotip l;ﬁggzg izolovanog E;}gr?\ﬂi celuloze, proteina, energija
MJ ' skroba, MJ ' MJ MJ celog zrna, MJ
ZP 172/8 11,54 10,32 2,55 0,32 2,05 16,46
ZP 243 11,48 10,26 2,19 0,31 2,03 16,00
ZP 341 10,89 9,73 2,18 0,36 2,08 15,51
ZP 362 11,46 10,24 2,10 0,34 1,97 15,86
ZP 377 11,13 9,95 2,18 0,35 2,10 15,76
ZP 434 11,19 10,00 2,10 0,37 2,18 15,85
ZP 444 11,18 9,99 2,28 0,35 2,01 15,82
ZP 484 10,93 9,77 2,58 0,38 2,18 16,07
ZP 505 11,46 10,24 2,24 0,34 2,13 16,17
ZP 548 11,42 10,20 2,17 0,31 2,01 15,90
ZP 560 11,26 10,06 2,02 0,40 2,07 15,75
ZP 574/8 10,97 9,81 1,63 0,36 2,26 15,22
ZP 600 11,35 10,14 1,73 0,37 2,14 15,59
ZP 606 11,22 10,02 1,88 0,32 2,16 15,58
ZP 611k 10,99 9,83 1,93 0,41 2,93 16,27
ZP 620b 11,33 10,13 1,99 0,35 2,05 15,72
ZP 633 11,43 10,21 2,21 0,34 2,11 16,09
ZP 666 11,47 10,25 1,93 0,38 2,01 15,78
ZP 677 11,58 10,35 1,74 0,38 1,94 15,65
ZP 704wx 11,61 10,38 2,01 0,35 2,23 16,20
ZP 74b 11,41 10,20 2,01 0,41 1,92 15,75
ZP 747 11,31 10,11 2,46 0,36 1,96 16,10
ZP 749 11,21 10,02 1,89 0,32 2,13 15,55
ZP 789 11,32 10,12 1,90 0,36 2,11 15,70
ZP 808 11,54 10,32 1,82 0,36 1,89 15,62
ZP 877 11,61 10,38 1,84 0,34 2,10 15,89
ZP Rumenka 10,50 9,38 2,56 0,35 2,56 15,97
Minimum 10,50 9,38 1,63 0,31 1,89 15,22
Maximum 11,61 10,38 2,58 0,41 2,93 16,46
Prosek 11,29 10,09 2,08 0,36 2,12 15,85
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 6.30. se moze videti da je energija sagorevanja
ukupnog skroba zrna kukuruza veoma visoka i krec¢e se u rasponu od 10,50 (ZP
Rumenka) do 11,61 MJ (ZP 877) za ukupnu koli¢inu skroba u jednom kilogramu
kukuruza. Koriste¢i podatak da je prosecno iskoriS¢enje skroba u laboratorijskom
postupku izdvajanja skroba 89,38%, dolazi se do vrednosti energije izdvojenog skroba
koja je u proseku za 1,20 MJ manja od vrednosti za ukupan skrob zrna kukuruza.
Aproksimirana energija celog zrna izracunata kao zbir energija komponenata zrna je u
skladu je sa vrednostima koje su objavili Berruto i saradnici (2010). Ovi istrazivaci su,
naime, sagorevanjem samlevenog kukuruznog zrna (sadrzaja vlage 13%) u specijalnom
uredaju sa fluidizovanim slojem 1 direktnim plamenom dobili energetsku vrednost od
15,88 MJ kg™, koja je veoma sli¢na izradunatim vrednostima energija u ovom radu
ispitivanih hibrida.

U tabeli 6.31. prikazani su rezultati prorauna energija sagorevanja koc¢anke kao
1 aproksimirana ukupna energija sagorevanja suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim
materijama (48h fermentacije) kao sporednog proizvoda procesa fermentacije skroba iz
brasna celog zrna dobijenog iz jednog kilograma merkantilnog kukuruza.
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Tabela 6.31. Energija sagorevanja kocanke i aproksimirana ukupna
energija sagorevanja suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim
materijama (48h fermentacije) kao sporednog proizvoda procesa
fermentacije skroba iz brasna 1 kg zrna kukuruza

Energija Aprol&%imivr.ana

Genotip sagorevanja energija dzibre

kotanke. MJ po kilogramu

’ kukuruza, MJ
ZP 172/8 3,69 4.92
ZP 243 3,56 452
ZP 341 3,23 4,62
ZP 362 3,61 4.40
ZP 377 3,25 463
ZP 434 3,19 4,65
ZP 444 3,44 4,64
ZP 484 3,33 5,15
ZP 505 3,21 471
ZP 548 3,44 4.49
ZP 560 3,12 4,49
ZP 574/8 3,74 425
ZP 600 3,43 425
ZP 606 3,18 4,37
ZP 611k 4,27 5,27
ZP 620b 4,03 439
ZP 633 3,00 4,66
ZP 666 2,78 4,31
ZP 677 3,68 407
ZP 704wx 3,02 459
ZP 74b 4.63 434
ZP 747 3,45 479
ZP 749 4,16 435
ZP 789 327 237
ZP 808 3,58 4,07
ZP 877 3,30 4,28
ZP Rumenka 4,35 5,47
Minimum 2,78 472
Maximum 4,63 485
Prosek 3,52 4,56
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Pretpostavka je da u idealnom slucaju suva materija ukupne dzibre predstavlja
ostatak suve materije celog zrna (bez skroba). 1z tog razloga je aproksimirana energija
kukuruzne dzibre dobijene iz kilograma kukuruza izraunata kao razlika ukupne
energije celog zrna i energije skroba, zbog toga $to je tokom fermentacije utroSeno oko
99% skroba na proizvodnju etanola i Celijske mase kvasca. Kada se energija suve
kukuruzne dZibre sa rastvorenim materijama preraduna na MJ kg™ suve materije, dobija
se vrednost od 18,93 MJ kg™. Prose¢na energija suve kukuruzne dzibre, izradunata kao
ukupna energija hraniva, iznosi 5434 kcal kg, odnosno 22,73 MJ kg™ (radunato na
suvu materiju) (Pedersen i sar., 2007), $to ukazuje da su aproksimirane vrednosti
prikazane tabeli 6.30 za 3,8 MJ kg™ niZe od realnih. To se moze objasniti ¢injenicom da
se tokom fermentacije, u kojoj nastaje etanol a troSe fermentabilni Seceri, povecava i
¢elijska masa kvasca. Kvasac ne sadrzi proteoliticke enzime kojima bi se razgradili
proteini kukuruza, te se iz tog razloga energija kukuruzne dzibre obogacuje energijom
proteina koji ulaze u sastav ovog mikroorganizma i ¢ine ve¢i deo njegove ¢elijske mase.
Deo energije sagorevanja dzibre, prema tome, potic¢e i od kvasca.

Iz podataka prikazanih u tabeli 6.31. vidi se da se energetska vrednost koja se
dobija sagorevanjem kocanke krec¢e se od 2,78 do 4,63 MJ, $to je manje od najnize
izraCunate energije suve kukuruzne dzibre sa rastvorenim materijama.

U svom radu Pimentel (2003) iznosi podatak da se po hektaru gajenog kukuruza
utrosi 35,73 GJ (33,872~106 BTU) energije. Ako prosecan prinos kukuruza po hektaru
iznosi 8,5 tona zrna, onda je ukupna energija proizvedenog kukuruza 130,50 GJ
(123,696-10° BTU) §to znati da je odnos uloZene 1 dobijene energije 1:3,65.

Mousdale (2008) navodi podatke da proizvodnja 1GJ etanola iz skrobnih ili
Se¢ernih sirovina u Evropskoj uniji i SAD kosta izmedu 16,2-23 € odnosno 0,29-0,41 €
I'*. To znagi da se za proizvodnju jednog litra etanola utrosi 17,82-17,90 MJ, odnosno
oko 5,5 MJ manje energije od energetske vrednosti jednog litra etanola.

Prose¢ni troskovi proizvodnje kukuruza po hektaru, zasnovani na cenama
pojedinih predsetvenih 1 setvenih operacija ukljucujuci berbu, transport, cene goriva,
dubriva i herbicida, prikazani su u tabeli 6.32. Proracun je vrsen za uslove na lokaciji
Zemun Polje i gajenje ZP hibrida kukuruza. Uzeto je u obzir da je tip zemljista na ovoj

lokaciji Cernozem, a da je predusev bio pSenica.
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Tabela 6.32. Prosecni troskovi proizvodnje kukuruza po hektaru obradivog zemljista

Cena goriva Uk Cena potrebne
utrosenog upna céna 1 y olitine dubriva ili
operacije, .

3 po operaciji, din ha herbmqla,
Operacija din ha™ din ha™
Oranje do 15 cm (ugarenje) 2350,40 651,00
Rasturanje mineralnog dubriva pre oranja
(osnovno dubrenje) 440,70 113,33 15.680,00
Oranje do 25 cm 3525,60 1389,71
Rasturanje mineralnog
dubriva posle oranja
(predsetveno dubrenje) 440,70 124,67 7000,00
Predsetvena priprema zemljista (drljanje) 587,60 147,00
Setva kukuruza (mehanicko sejanje) 587,60 231,11
Navodnjavanje 16.800,00
Tretiranje zemlji$ta herbicidom 440,70 80,14 4000,00
Korektivno prskanje herbicidom 440,70 150,00 4695,00
Kombajniranje kukuruza u zrnu 4113,20 1895
Transport do skladista 293,80 94,29
Ukupno 13.221,00 21.676,25 31375,00
Ukupni tro§kovi proizvodnje, din ha™ 66.272,25 (591,70 € ha™)

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 6.32. mozZe se zakljuciti da ukupni
troskovi proizvodnje merkantilnog kukuruza po jednom hektaru obradive povrSine
1znose nesto vise od 66.000 dinara, odnosno oko 590 €.

Cena proizvodnje po kilogramu kukuruznog zrna, bruto i neto prihodi od prodaje
merkantilnog kukuruza dobijenog po hektaru obradenog zemljiSta, za cenu kilograma
merkantilnog kukuruza roda 2012. godine koja je iznosila 27 dinara, prikazani su u
tabeli 6.33.

Tabela 6.33. Prihodi od prodaje merkantilnog kukuruza dobijenog po hektaru zasejane
povrsine za prosean prinos u periodu 2009-2012. godine

Hibrid Prose¢an Cena Bruto prihod | Neto prihod Neto prihod,
prinos, proizvodnje, po hektaru, po hektaru, din kg™
kg ha** din kg™ din din

ZP 434 10.652 6,22 287.604 221.332 20,78

ZP 606 11.656 5,69 314.712 248.440 21,31

ZP 666 12.478 5,31 336.906 270.634 21,69

Hibrid Prosecan Cena Bruto prihod | Neto prihod | Neto prihod, €
prinos, proizvodnje, po hektaru, € | po hektaru, kg*
kg ha™ €kg! €

ZP 434 10.652 0,055 2568 1976 0,186

ZP 606 11.656 0,051 2810 2218 0,190

ZP 666 12.478 0,047 3008 2416 0,194

*Prinosi kukuruznog zrna po hektaru ponderisani su na 14% vlage zrna.

1z rezultata proracuna prikazanih u tabeli 6.33. uocava se da se cena proizvodnje
po kilogramu merkantilnog kukuruza krece od 5,31-6,22 dinara, odnosno da neto prihod

po kilogramu merkantilnog kukuruza iznosi 20,78-21,69 dinara. Po hektaru se najveéi

Valentina Semencenko

224

Doktorska disertacija




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

neto prihod od prodaje merkantilnog kukuruza ostvaruje za hibrid ZP 666 (270.634 din)
zbog najvecéeg prosecnog prinosa ovog hibrida.
U tabeli 6.34. prikazana je struktura troskova proizvodnje bioetanola, moguci

prihodi od sporednih proizvoda i moguci prihodi od prodaje ovog goriva.

Tabela 6.34. Struktura troSkova proizvodnje bioetanola

Komponenta troska Prose¢na cena, din 1’

Cena sirovine ZP 434 ZP 606 ZP 666
15,43 15,17 13,81

Prihodi od sporednih proizvoda

Suva kukuruzna dzibra 4,74

Ugljen-dioksid 0,15

Neto trogkovi sirovine 1054 | 1028 | 8,92

Operativni troskovi

Elektri¢na energija 1,27

Gorivo 461

Upravljenje otpadom 0,15

Voda 0,074

Enzimi 0,91

Kvasac (proizvodni mikroorganizam) 0,11

Hemikalije 0,78

Denaturant 1,18

Odrzavanje 1,35

Radna snaga 1,27

Administrativni troskovi 0,92

Ostalo 0,10

Ukupno 12,72

Ukupni troskovi ZP 434 | ZP606 | ZP 666

proizvodnje etanola i sirovine 23.26 23.00 21 64

Prinos etanola po hektaru, | 3541,84 | 3978,75 | 414543

Cena proizvodnje etanola po hektaru, din | 82 38312 | 91.511,31 | 89.707

Cena proizvodnje etanola po hektaru, € 735,56 817,06 800,95

Neto prihod po litru, din 33,67 33,93 35,29

Neto prihod po hektaru, din 119.253,7 | 134.999,0 | 146.292,2

Neto prihod po hektaru, € 1064,76 | 1205,35 | 1306,18

U proracunima je uzeto da je 1€ = 112 dinara i cena etanola iz jula 2012. godine
koja je u SAD iznosila 2,60 $ gal*= 0,51 € I = 56,93 din I"* (ICIS, 2012).

Iz podataka prikazanih u tabeli 6.34. moze se zakljuditi da se neto prihod po litru
proizvedenog bioetanola krece od 33,67 do 35,29 dinara, kao i da su po hektaru neto
prihodi 119-146 hiljada dinara. Iz tabele se vidi podatak da cena sporednog proizvoda

fermentacije bioetanola — suva kukuruzna dzibra sa rastvorenim materijama iznosi 4,74
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din I etanola, odnosno da racunato na ukupni prihod od prodaje litra ovog goriva
predstavlja oko 14%.

Na slici 6.15. prikazan je odnos neto prihoda po litru proizvedenog bioetanola i
po kilogramu proizvedenog kukuruza za tri odabrana hibrida.

30 -

25 1 & Neto prihod, din/!
20 - proizvedenog etanola

# Neto prihod, din/kg
15 proizvedenog kukuruza

10 +

ZP 434 ZP 606 ZP 666

Slika 6.15. Odnos neto prihoda po litru proizvedenog etanola i kilogramu kukuruza

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 6.15. se moze zakljuciti da su prihodi po
litru proizvedenog etanola visi od prihoda po kilogramu proizvedenog merkantilnog
kukuruza za sva tri hibrida, a najvisi za hibrid ZP 666. Uporedni prikaz prose¢nih
troskova proizvodnje i1 neto prihoda po kilogramu proizvedenog kukuruza odnosno litru

etanola dat je naslici 6.16.

Prosecni neto prihod, dln/kg |_ 21.26
proizvedenog kukuruza '

Proseéni ukupni troskovi proizvodnje i 574
kukuruza, din/kg ’

Prosec¢an neto prihod, din/l

proizvedenog etanola 34,3

Prosec¢ni ukupni troskovi proizvodnje

etanola, din/Il 22,63

Slika 6.16. Prose¢ni neto prihodi i troSkovi proizvodnje kukuruza i etanola

Doktorska disertacija Valentina Semencenko
226




Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Na slici 6.17. dat je uporedni prikaz prinosa i neto prihoda od proizvodnje

kukuruza 1 etanola odabranih hibrida po hektaru obradive povrsine.

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

ZP 434 ZP 606 ZP 666

H Prinos etanola po hektaru, |

H Neto prihod od prodaje etanola po hektaru, €
M Prosecan prinos kukuruza, kg/ha

H Neto prihod od prodaje kukuruza po hektaru, €

Slika 6.17. Prinosi i neto prihodi proizvodnje kukuruza i etanola odabranih hibrida po
hektaru

Sa slike 6.17. i iz tabela 6.32. i 6.33. moze se zakljuciti da se prodajom jednog
litra etanola ostvaruje ve¢i profit nego prodajom kilograma kukuruza, ali da je po
jednom hektaru vecéa isplativost od prodaje merkantilnog kukuruza. To se moze
objasniti ¢injenicom da je za proizvodnju jednog litra etanola potrebno u proseku 2,5 kg
kukuruza.

U realnim uslovima ne moZe se ocekivati da se sav kukuruz, namenjen
prvenstveno ishrani ljudi i Zivotinja, koristi za proizvodnju biogoriva. Dobijeni rezultati
ukazuju da je proizvodnja odredene kolic¢ine bioetanola od kukuruznog zrna isplativa, te
da je potrebno projektovati proizvodnju tako da se nade adekvatna mera izmedu potreba
prehrambene i industrije alternativnih goriva. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je Srbija
jedan od potpisnika Kjoto sporazuma (1997) koji se odnosi ha smanjenje emisije gasova
koji doprinose efektu staklene basSte kao i da su u Akcionom planu o biomasi (2010)
ustanovljeni kriterijumi odrzivosti za biogoriva i te¢na biogoriva, pocetak proizvodnje
bar i minimalnih koli¢ina bioetanola predstavljao bi znacajan korak prema ostvarenju

ovih ciljeva.
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ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimentalnih rezultata prikazanih u ovom rada mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

1. Ispitani hibridi kukuruza razlikuju se po svojim fizickim karakteristikama i
hemijskom sastavu zrna $to pruza velike moguénosti i predstavlja osnovu raznovrsnosti
njihove prerade i primene.

2. Za ispitivane hibride utvrdeni su razli¢iti stepeni fermentabilnosti odredeni na
osnovu prinosa bioetanola u procesu fermentacije. Hibridi standardnog hemijskog
sastava zutog zrna, zubani, pokazali su bolje fermentativne karakteristike od hibrida
specifi¢nih svojstava kao Sto su kokicari, voskovci, hibridi belog i crvenog zrna.

3. Najvisi prinosi bioetanola ostvaruju se postupkom simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF) sa meSanjem, a neznatno nizi postupkom odvojene hidrolize i
fermentacije (SHF) brasna celog zrna odabranih hibrida kukuruza. Procesom simultane
hidrolize i fermentacije postize se pocetno skraéenje procesa za Cetiri sata koliko traje
saharifikacija u SHF procesu. Treba takode uzeti u obzir da se proces simultane
hidrolize i1 fermentacije odvija na temperaturi od 30°C, §to je znatno niza temperatura od
one koja je neophodna za saharifikaciju (55°C), te se tako postize znacajna usteda
energije 1 povecava efikasnost proizvodnje etanola. Utvrdeno optimalno vreme trajanja
procesa SHF sa procesom hidrolize iznosilo je 45h, dok je za proces SSF sa meSanjem i
bez mesanja ukljucujuéi fazu utenjavanja skroba bilo 33h odnosno 37h.

4. Hibrid ZP 434 dao je najvisi prinos bioetanola koji je iznosio 94,5% od
teorijskog sadrzaja bioetanola u procesu odvojene hidrolize i fermentacije (SHF).
Visoki prinos bioetanola ovog hibrida pripisan je visokom sadrzaju skroba u njegovom
zrnu kao i visokom udelu meke frakcije endosperma koji je podlozniji delovanju enzima
koji hidrolizuju skrob i razlazu skrobne granule tokom hidrolize. Zbog svoje visoke
rodnosti, odnosno prinosa po hektaru, hibrid ZP 434 za gajanje zahteva manje obradive
povrsine, tolerantan je na susu, otporan na poleganje, daje dobre prinose i u skromnijim
uslovima gajenja kao i na nadmorskoj visini do 600 metara. Sve navedene karakteristike
¢ine hibrid ZP 434 veoma perspektivnom sirovinom za proizvodnju bioetanola.

5. Utvrdeno je da postoji veoma znacajna pozitivna korelacija izmedu procenta
od teorijskog sadrzaja etanola i udela meke frakcije endosperma (r = 0,82), kao i izmedu
prinosa etanola po gramu polaznog supstrata i udela meke frakcije endosperma zrna

kukuruza (r = 0,82). Uocena je veoma znacajna korelacija izmedu sadrzaja etanola i
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sadrzaja skroba u zrnu (r = 0,71). Koeficijenti korelacije su pokazali da ne postoje
statisticki znacajne veze izmedu prinosa etanola i sadrzaja ulja i celuloze.

6. Koeficijent korelacije izraCunat izmedu procenta od teorijskog sadrzaja
etanola i svarljivosti skroba (r = 0,78) ukazuje da postoji veoma znacajna statistiCka
veza izmedu ova dva parametra. S obzirom na znacaj hidroliticke razgradnje skroba do
fermentabilnih SeCera za Sto efikasniji proces alkoholnog vrenja ovakva vrednost
korelacije je i1 bila oCekivana. Odredivanjem koeficijenta korelacije izmedu prinosa
etanola i prinosa izolovanog skroba ispitanih hibrida (r = 0,38) utvrdeno je da korelacija
izmedu ove dve promeljive nije statisticki znacajna.

7. Prinos bioetanola uslovljen je ne samo sadrzajem skroba u zrnu kukuruza, ve¢
i drugim parametrima kao $to je udeo meke odnosno tvrde frakcije endosperma, stepen
razgradljivosti odnosno svarljivosti skroba, sadrzaj proteina i drugim ¢iniocima kao $to
su optimalna temperatura odvijanja fermentacije, pH vrednost, doza enzima, koli¢ina
inokuluma proizvodnog mikroorganizma i vreme trajanja procesa. Fizicke karakteristike
i hemijski sastav zrna kukuruza uti¢u kako na samu kinetiku proizvodnje tako i na
konacan prinos bioetanola. Zbog toga je potrebno sprovesti detaljnija istrazivanja u cilju
utvrdivanja preciznog modela po kome bi se mogao predvideti tatan prinos ovog
alkohola iz zrna kukuruza.

8. Svi uzorci dzibre ispitanih hibrida pokazali su povoljne karakteristike koje se
ticu fizickih svojstava, hemijskog sastava, prisustva mineralnih materija, sadrzaja
svarljive 1 metabolicke energije kao i procenta svarljivosti suve materije. SadrZaj
svarljive energije u uzorcima suve kukuruzne dzibre ispitivanih ZP hibrida kukuruza
kretao se od 16,36 MJ kg™ (ZP 74b) do 17,25 MJ-kg™ (ZP 611k) a metabolicke energije
od 15,83 MJ kg™ (ZP 434) do 16,18 MJ kg™ (ZP 74b). Visok sadrzaj kako svarljive tako
i metabolicke energije ispitanih uzoraka ukazuje da ove dzibre spadaju u grupu kako
proteinskih tako i visokoenergetskih hraniva. Udeo proteina u suvoj kukuruznoj dzibri
je vise nego udvostruc¢en u odnosu na zrno kukuruza kao polaznu sirovinu. Ova pojava
se objasnjava ¢injenicom da se sadrzaj Skroba u dzibri znac¢ajno smanjio tokom procesa
fermentacije, te se udeo proteina u odnosu na suvu materiju poveéao. Takode, jedan deo
proteina potice od celijske mase proizvodnog mikroorganizma kvasca Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoideus. Poveéan sadrzaj NDF-a i ADF-a — lignoceluloznih
(dijetetskih) vlakana u kukuruznoj dZibri u odnosu na zrno kukuruza i njeno koris¢enje
u ishrani dovodi do poboljSanja stanja u rumenu (buragu) prezivara. Kvalitet suve

kukuruzne dzibre je promenljiv i zavisi od hibrida kukuruza kori§¢enog u fermentaciji
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kao i od brojnih parametara procesa proizvodnje bioetanola. Zbog toga se kvalitet mora
redovno kontrolisati i biti u skladu sa propisima Pravilnika o kvalitetu hrane za zivotinje
za ovo hranivo. Kvalitetna suva kukuruzna dzibra moze se koristiti za pripremu
potpunih i koncentrovanih smeSa za ishranu razli¢itih vrsta i kategorija domacih
zivotinja. KoriS¢enjem suve dzibre sa rastvorenim materijama za ishranu zivotinja U
Srbiji bi se mogao ostvariti prihod u iznosu od 14% od ukupnog prihoda iz proizvodnje
bioetanola. Suva kukuruzna dzibra sa rastvorenim materijama kao sporedni proizvod
industrije bioetanola na bazi zita mogla bi pozitivnho uticati na razvoj produkcije
bioetanola tako Sto bi se koristila u ishrani domacih zivotinja kao komponenta smesSa u
procentu ve¢em nego S$to je do sada bilo praktikovano u svetu 1 kod nas.

9. U laboratorijskoj simulaciji procesa mokrog mlevenja kukuruza najvece
iskori$¢enje skroba (94,15%) ispoljio je hibrid ZP 341, a najmanje iskori$¢enje hibrid
ZP 243 (83,86%). Sadrzaj proteina u izolovanom skrobu se kretao od 0,16 do 0,27 $to
ukazuje na dobar kvalitet dobijenih skrobova. Kod hibrida standardnog hemijskog
sastava utvrdeno je da se sadrzaj amiloze kretao od 23,2 do 25,1% a amilopektina od
74,9 do 76,8%. Izolovani srob vostanog hibrida ZP 704 wx, sadrzao je 1% amiloze.
Koeficijent korelacije izmedu svarljivosti skroba i udela amilopektinske frakcije u
molekulu skroba iznosio je r = 0,70, §to ukazuje da postoji visokoznacajna pozitivna
korelacija izmedu ova dva parametra. Koeficijenti korelacije izmedu prinosa skroba i
sadrzaja skroba u zrnu (r = 0,50), odnosno izmedu prinosa skroba i iskori$¢enja skroba
(r = 0,51), ukazuju da postoji znacajna korelaciona veza izmedu ovih parametara.
Izmedu procenta od teorijskog prinosa etanola i svarljivosti skroba izraunat je
koeficijent korelacije od 0,78, $to ukazuje da postoji veoma znacajna korelacija izmedu
ove dve promeljive.

10. Energetske vrednosti bioetanola dobijenog po kilogramu kukuruza variraju
izmedu 7,87 19,47 MIJ pre precis€avanja do stepena €istoce koji je propisan standardima
o sastavu goriva (minimalno 99,5% etanola). Pre¢iS¢avanjem se gubi oko 17% pocetne
energije goriva, kada je prinos etanola oko 8,5% (w/w). Energetska vrednost ukupnog
skroba zrna kukuruza je relativno visoka i krece se u rasponu od 10,50 do 11,61 MJ
odnosno 9,38 do 10,38 MJ za skrob istalozen u postupku mokre meljave kukuruza.

11. Prodajom jednog litra etanola mogao bi se ostvariti vec¢i profit nego
prodajom kilograma kukuruza. S obzirom da je za proizvodnju jednog litra etanola u
proseku potrebno 2,5 kg kukuruza, proracunom se dolazi do zakljucka da je po hektaru

obradive povrSine veéa isplativost od prodaje merkantilnog kukuruza. U realnom
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slucaju nije ni za ocekivati da se sav kukuruz, namenjen prvenstveno ishrani ljudi i
zivotinja, koristi za proizvodnju biogoriva. Dobijeni rezultati ukazuju da je proizvodnja
odredenog procenta bioetanola od zrna kukuruza u Srbiji isplativa, te da je potrebno
projektovati proizvodnju tako da se nade adekvatna mera izmedu potreba prehrambene i
industrije alternativnih goriva. S obzirom da je Srbija jedan od potpisnika Kjoto
sporazuma (1997) koji se odnosi na smanjenje emisije gasova koji doprinose efektu
staklene baste kao i da su u Akcionom planu o biomasi (2010) ustanovljeni kriterijumi
odrzivosti za biogoriva i teCna biogoriva, pocetak proizvodnje bar i minimalnih koli¢ina
bioetanola predstavljao bi znacajan korak prema ostvarenju ovih ciljeva.

12. Rezultati istrazivanja sprovedenog na domac¢im ZP hibridima, prikazani u
ovoj disertaciji, afirmisu kukuruz kao obnovljivu sirovinu sa aspekta proizvodnje
alternativnog goriva — bioetanola. Iskori$éenje sirovine je u ovom slu¢aju potpuno jer
osim glavnog proizvoda, bioetanola, vredan sporedni proizvod, suva kukuruzna dzibra,
nalazi svoju primenu u ishrani domacéih Zivotinja. To ukazuje na veliki potencijal ovog
za Srbiju izuzetno vaznog zita koji treba putem pazljivo isprojektovanog sistema

proizvodnje i primene u najskorijoj buducénosti iskoristiti.
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PRILOG
TABLICA 1
Odredivanje sadriaja etanola u smefi etanol-voda
iz gustine na 20°C-
-po K.Rauscher-u i J. Voigt-u
Etanol Etanol
P %  zapreminski gu 100 P %  zapreminski g u 100
% cm? % cm
0,9999 0,06 0,07 0,05 0,9959 2,22 2,80 2,21
8 0,11 0,13 0,11 8 2,28 2,88 2,27
7 0,16 0,20 0,16 7 2,34 2,95 233
6 0,21 0,27 0,21 6 2,40 3,02 2,38
5§ 027 0,34 0,27 5 2,45 3,09 2,44
4 0,32 0,40 0,32 4 2,50 3,16 2,49
3 0,37 0,47 0,37 3 2,56 3,23 2,55
2 0,43 0,54 0,43 2 2,62 3,30 2,61
1 0,48 0,61 0,48 1 2,68 3,37 2,66
0 0,53 0,67 0,53 0 2,73 3,44 2,72
0,9889 0,59 0,74 0,58 0,9949 2,79 3,52 2,78
8 0,64 0,81 0,64 8 2,85 3,59 2,83
7 0,70 0,88 0,69 7 2,91 3,66 2,89
6 0,75 0,94 0,74 8 2,97 3,73 2,94
5 0,80 1,01 0,80 5 3,02 3,80 3,00
4 0,86 1,08 0,85 4 3,08 3,87 3,06
3 0,91 1,15 0,90 3 3,14 3,95 3,12
2 0,86 1,21 0,96 2 3,20 4,02 317
1 1,01 1,28 1,01 1 3,26 4,10 3,23
0 1,07 1,35 1,06 0 3,32 4,17 3,29
0,9979 1,13 1,42 1,12 0,8639 3,37 4,24 3,35
8 1,18 1,49 1,17 8 343 4,32 341
7 1,24 1,56 1,23 7 3,49 4,39 3,47
6 1,29 1,62 1,28 6 3,656 4,47 3,52
5 1,34 1,69 1,34 5 361 4,54 3,58
4 1,40 1,76 1,39 4 3,67 4,62 3,64
3 1,45 1,83 1,45 © 3 373 4,69 3,70
2 1,51 1,90 1,50 2 3,79 4,76 3,76
1 1,56 1,97 1,55 1 3,85 4,84 3,82
0 1,62 2,04 1,61 0 3,91 491 3,87
0.9960 1,67 21 1,66 0,9929 3,97 4,99 3,93
8 1,73 2,18 1,72 8 4,03 5,06 3,99
7 1,78 2,24 1,77 7 4,09 5,14 414
6 1,83 2,31 1,83 6 4,15 521 411
5 1,89 2,38 1,88 5 4,21 5,29 417
4 1,94 2,45 1,94 4 427 5,36 4,23
3 2,00 2,52 1,99 3 4,34 544 4,29
2 2,06 2,59 2,05 2 4,40 5,51 4,35
1 211 2,66 2,10 1 4,46 5,59 441
0 2,17 2,73 2,16 0 4,52 5,67 4,47
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Etanol Etanol
P : p % zaprem. u 100
% zg/:)rem. g crLr|1 300 p% 9 o

0,9919 4,58 5,74 453 0,9879 7.1 8,88 7,01
8 464 5,82 459 8 7,18 8,96 7,07

7 470 5,89 4,65 7 7,25 9,05 7,14

8 476 597 4,71 8 731 9,13 7,20

5 482 6,04 477 5 7,38 9.21 7,27

4 488 6,12 483 4 7,44 9,29 7,27

3 494 6,19 4,89 3 7,51 937 7,40

2 5,00 6,27 495 2 7,58 9,46 7,46

1 507 6,35 501 1 7,64 9,54 7,53

0 513 574 5,00 0 7,71 9,62 7,59
0,9909 5,19 6,50 513 0,9869 177 9,70 7,66
8 525 6,58 5,19 8 7,84 978 7,72

7 5,32 6,66 5,26 7 791 9,87 7,79

6 538 6,74 5,32 6 7,98 9,95 7,85

5 5,44 6,81 5,38 5 8,04 10,03 7,92

4 5,50 6,89 5,44 4 8,11 10,11 7,99

3 5,56 6,97 5,50 3 8,18 10,20 8,05

2 5,62 7,05 5,56 2 8,24 10,28 8,12

1 5,68 7,12 5,62 1 8,31 10,37 8,19

0 575 7,20 5,68 0 8,38 10,45 8,25
0,9899 5,82 7,28 5,75 0,0859 845 10,54 8,32
8 5,88 7,36 5,81 8 8,52 10,62 8,39

7 5,94 7,43 5,87 7 8,59 10,71 8,45

6 6,00 7,51 5,93 6 8,66 10,79 8,52

5 6,07 57,59 5,99 5 8,73 10,88 8,59

4 6,13 767 6,05 4 8,80 10,96 8,65

3 6,20 7,75 6,12 3 8,87 11,05 8,72

2 6,26 7,83 6,18 2 8,94 11,13 8,79

1 6,32 791 6,24 1 9,01 11,22 8,85

0 6,39 7,99 6,31 0 9,08 11,30 8,92
0,9889 6,45 8,07 6,37 0,9349 9,15 11,39 8,99
8 6,52 8,15 6,43 8 9,21 11,47 9,06

7 6,59 8,24 6,50 7 9,28 11,56 9,12

6 6,66 8,32 6,56 6 9,35 11,64 9,19

5 6,72 8,40 6,62 5 9,42 11,73 9,26

4 6,78 8,48 6,69 4 9,49 11,81 9,33

3 6,85 8,56 6,75 3 9,56 11,90 9,40

2 6,91 8,64 6,81 2 9,63 11,99 9,46

1 6,98 8,72 6,88 1 9,70 12,07 9,53

0 7,04 8,80 6,94 0 9,77 12,16 9,60
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- Etanol Etanol
p % ' zaprem. gu100 p % Zaprem. gu100
% om? % cmd

09838 984 12,24 9,67 09798 12,77 15,84 12,50
8 991 12,33 9,73 8 1286 15,93 12,58

7 998 12,41 9,80 7 1293 16,02 12,65

6 10,05 12,50 9,87 6 13,01 16,11 12,72

5 1012 12,59 9,94 5 1308 16,20 12,79

4 1020 12,68 10,01 4 13,16 16,30 12,87

3 1027 12,77 10,08 3 1324 16,39 12,94

2 10,34 12,86 10,15 2 1331 16,48 13,01

1 1042 12,95 10,22 1 1339 16,58 13,09

0 1049 13,04 10,29 0 1347 16,67 13,16
09828 10,56 13,13 10,36 09780 13,54 16,76 13,23
8 1063 13,21 10,43 8 1361 16,85 13,20

7 10,70 13,30 10,50 7 1369 16,95 13,38

6 10,78 13,39 10,57 6 1377 17,04 13,45

5 1085 13,48 10,64 5 1384 17 13 13,45

4 1093 13,57 10,71 4 1392 17,23 13,60

3 11,00 13,66 10,78 3 1400 17,32 13,67

2 11,08 13,75 10,85 2 14,08 17.41 13,74

1t 11,15 13,84 10,92 1 14,16 17,51 13,82

0 11,22 13,93 10,99 0 1423 17,60 13,89
0,9819 11,29 14,02 11,06 09779 14,31 17,70 13,97
8 1137 14,11 11,14 8 1439 17,79 14,04

7 1144 14,20 1,21 7 1446 17,88 14,12

6 11,51 14,29 11,28 6 1454 17,98 14,19

5 11,59 14,38 11,35 5 1462 18,07 14,27

4 1166 14,47 11,42 4 1469 18,16 14,34

3 11,73 14456 11,49 3 1477 18,26 14,42

2 1181 14,65 11,57 2 1485 18,35 14,49

1 1188 14,74 11,64 1 1493 18,45 14,57

0 1195 14,83 1,7 0 1501 18,54 14,64
09809 12,03 14,92 11,78 09769 15,08 18,63 14,71
8 1210 15,01 11,85 8 1516 18,73 14,79

7 12,18 15,10 11,92 7 1524 18,82 14,86

6 12,25 15,19 12,00 6 1532 18,91 14,93

5 1233 15,29 12,07 5 1540 19,01 15,01

4 1241 15,38 12,14 4 1547 19,10 15,08

3 1248 15,47 12,21 3 1554 19,19 15,15

2 1255 15,56 12,29 2 1562 19,28 15,22

1 1263 15,65 12,36 1 1570 19,38 16,30

0 1270 15,74 12,43 0 1578 19,47 16,37
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Etanol Etanol
0,
4 % z?/frem. gcrl:'n 100 P h za;:/:em. g ‘é;?o
09759 15,85 19,56 15,44 09718 1891 23,24 18,35
8 1593 19,66 15,52 8 1898 23,33 18,42
7 16,01 19,75 15,59 7 19,06 23,42 18,49
6 16,08 19,84 15,66 6 1914 23,51 18,56
5 16,16 19,93 15,74 5 1921 23,60 18,63
4 1623 20,02 15,81 4 1929 23,69 18,70
3 163 20,12 15,88 3 1936 23,78 18,77
2 1639 20,21 15,96 2 1944 23,87 18,84
1 1646 20,30 16,03 1 1951 23,96 18,91
0 1654 20,39 16,10 0 1958 24,04 18,98
09749 16,61 20,48 16,16 09709 19,66 2413 19,05
8 16,69 20,57 16,25 8 19,73 24,22 19,12
7 1677 20,67 16,32 7 1981 24,31 19,19
6 16,85 20,76 16,39 6 1988 24,40 19,26
5 1692 20,85 16,47 5 199 24,49 19,33
4 16,99 20,94 16,54 4 20,03 24,58 19,40
3 17,07 21,03 16,61 3 201 24,67 19,47
2 1715 21,13 16,68 2 2018 24,75 19,54
1 17,23 21,22 16,76 1 2025 24,84 19,61
0 1730 21,31 16,83 0 2032 24,93 19,68
09739 17,38 1.4 16,90 09698 20,40 25,02 19,75
8 1746 21,50 16,97 8 2047 25,10 19,82
7 17,83 21,59 17,05 7 2054 25,19 19,89
6 1761 21,68 1712 6 2062 25,28 19,95
5 1769 21,78 17,19 5 2069 25,36 20,02
4 17,77 21,87 17,26 4 2076 25,45 20,09
3 1784 21,96 17,34 3 2084 25,54 20,16
2 1793 22,06 17,41 2 2091 25,63 20,23
1 18,00 22,15 17,48 1 20,98 25,71 20,30
0 1808 22,24 17,55 0 21,06 25,80 20,37
09729 18,15 22,33 17,62 09689 21,13 25,89 20,44
8 1823 22,42 17,70 8 21,20 25,97 20,50
7 1830 22,51 17,77 T 2127 526,06 20,57
6 1838 22,60 17,84 6 21,34 26,14 20,64
5 1845 22,69 17,91 5 2142 26,23 20,71
4 1853 22,78 17,98 4 2149 26,31 20,77
3 1861 22,88 18,06 3 215 26,40 20,84
2 1868 22,97 18,13 2 2183 26,48 20 91
1 1876 23,06 18,20 1 2170 26,57 20, 97
0 1883 23,15 18,27 0 2177 26,65 21,04
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Etanol Etanol
0,

P % z;;j;rem. gc,t:‘ 3100 P % za;;/:em. g lé,:\?o
09679 21,85 26,74 21,11 09639 2463 30,02 23,70
8 21,92 26,82 21,18 8 2470 30,10 23,76
7 2199 26,91 21,24 7 2477 30,18 23,83
6 22,06 26,99 21,31 6 2483 30,26 23,89
5 2213 27,07 21,38 5 24,90 30,34 23,95
4 2220 27,16 21,44 4 2497 30,42 24,02
3 2227 27,24 21,51 3 2504 30,50 24,08
2 22,34 27,32 21,57 2 2511 30,58 24,14
1 22,41 2741 21,64 1 25,17 30,65 24,20
0 2248 27,49 21,70 0 2523 30,73 24,26
0,9669 2255 27,57 21,77 096290 2530 30,81 24,32
8 2262 27,66 21,84 8 2537 30,89 24,38
7 2269 27,74 21,90 7 2543 30,96 24,44
6 2277 27,83 21,97 6 2550 31,04 24,50
5 22,84 2791 22,03 5 2557 31,12 24,57
4 229N 27,99 22,10 4 2564 31,20 24,63
3 2298 28,08 22,16 3 2570 31,27 24,69
2 2305 28,16 22,23 2 2577 31,35 24,75

1 2312 28,24 22,29 1 25,83 31,43 24 81
-0 2319 28,32 22,36 0 2590 31,51 24,87
09659 23,26 28,41 22,42 09619 2596 31,58 24,93
8 2333 28,49 22,49 8 26,03 31,66 24,99
7 2340 28,57 22,55 7 26,09 31,73 25,05

6 2346 28,65 22,62 6 26,16 31,81 25,11
5 2353 28,73 22,68 5 2622 31,88 25,17
4 2360 28,82 22,74 4 2629 31,96 25,23
3 2367 28,90 22,81 3 2635 32,03 25,28
2 2374 28,98 22,87 2 2642 32,11 25,34
1 23,81 29,06 22,94 1 26,48 32,18 25,40
0 2388 29,15 23,00 0 2655 32,26 25,46
09649 2395 29,23 23,07 0,9609 26,61 32,33 25,52
8 2402 29,31 23,13 8 2667 32,40 25,58
7 2409 29,39 23,19 7 2674 32,48 25,64
6 24,16 29,47 23,26 6 26,80 32,55 25,70
5 2423 29,55 23,32 5 2686 32,63 25,75

4 2430 29,63 23,38 4 2692 32,70 25,81
3 2436 29,71 23,45 3 2699 32,78 25,87
2 2443 29,79 23,51 2 27,05 32,85 25,93
1 24,50 29,87 2357 1 27,12 32,92 25,99
0 2456 29,94 23,64 0 2718 33,00 26,05
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Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Etanol : Etanol
p % zaprem. gu100 P % zaprem. gu 1(3)0
% cm? % cm
09599 2724 33,07 26,10 09559 29,72 35,92 28,36
8 2730 33,14 26,16 8 2978 35,99 28,41
7 2737 33,22 26,22 7 2984 36,06 28,47
6 2743 33,29 26,28 6 2990 36,13 28,52
5 2750 33,36 26,34 5 29,9 36,20 28,58
4 2756 33,44 26,39 4 3002 36,27 28,63
3 2762 33,51 26,45 3 30,08 36,34 28,68
2 2768 33,58 26,51 2 3014 36,40 28,74
1 2775 33,66 26,57 1 30,20 36,47 28,79
0 2781 33,73 26,63 0 3026 36,54 28,84
09589 27,87 33,80 26,68 09549 30,32 36,61 28,89
8 2794 33,88 26,74 8 3037 36,67 28,95
7 28,00 33,95 26,80 7 3043 36,74 29,00
6 28,06 34,02 26,86 6 3049 36,81 29,05
5 2813 34,09 26,91 5 3055 36,87 29,11
4 2819 34,16 26,97 4 3061 36,94 29,16
3 2825 34,23 27,02 3 3067 37,01 29,21
2 2832 34,31 27,08 2 3072 37,07 29,27
1 28,38 34,38 2714 1 30,78 37,14 29,32
0 2844 34,45 2719 0 3084 37,21 29,37
0,9579 28,50 34,52 27,25 0,9539 30,90 37,28 29,42
8 2856 34,59 27,30 8 3096 37,34 29,48
7 2862 34,66 27,36 7 31,02 37,41 29,53
6 28,68 34,73 27,41 6 31,08 37,48 29,58
5 2874 34,80 27,47 5 3113 37,54 29,63
4 2881 34,88 27,53 4 3119 37,61 29,69
3 2887 34,95 27,58 3 3125 37,67 29,74
2 2893 35,02 27,64 2 3131 37,74 29,79
1 2899 35,09 27,69 1 31,36 37,80 29,84
0 29,05 35,16 27,75 0 3142 37,87 29,90
09569 29,11 35,23 27,81 09520 3148 37,93 29,95
8 2915 35,30 27,86 8 3154 38,00 30,00
7 29,23 35,37 27,92 7 3160 38,07 30,03
6 2930 35,44 27,93 6 3165 38,13 30,10
5 29,36 35,51 28,03 5 3N 38,20 30,16
4 2942 35,58 28,08 4 3177 38,26 30,21
3 2948 35,65 28,14 3 3183 38,33 30,26
2 2954 35,72 28,19 2 3188 38,39 30,31
1 2960 35,78 28,25 1 31,94 38,46 30,37
0 2966 35,85 28,30 0 3200 38,52 30,42
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Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Etanol Etanol
p %  zapreminski g u 100 P % zaprenminski gu 100
% cm? % cm?

09519 32,06 38,59 30,47 09479 3428 41,09 32,44
8 321 38,65 30,52 8 3433 41,15 32,48

7 32,17 38,72 30,57 7 34,39 41,21 32,53

6 3223 38,78 30,62 6 3444 41,27 32,58

5 32,38 38,84 30,67 5 3449 41,33 32,63

4 3234 38,91 30,72 4 3455 41,39 32,67

3 3239 38,97 30,77 3 34,60 41,45 32,72

2 32,45 39,03 30,82 2 34,66 41,51 32,77

1 32,51 39,10 30,87 1 34,71 41,57 32,82

0 3257 39,16 30,91 0 3476 41,63 32,86
0,9509 32,63 39,23 30,96 0,9469 34,82 41,69 32,91
8 3268 39,29 31,01 8 3487 41,75 32,96

T 3273 39,35 31,06 7 3492 41,81 33,01

6 3279 39,42 KYR K 6 34,98 41,87 33,05

5 3285 39,48 31,16 5 3503 41,93 33,10

4 3290 39,54 21 4 3509 41,99 33,15

3 3296 39,61 31,26 3 314 4205 33,19

2 33,01 39,67 31,31 2 35,19 421 33,24

1 33,07 39,73 31,36 1 35,24 42,16 33,29

0 3312 39,79 N4 0 3529 4222 33,33
09499 3318 39,86 31,48 0,9459 35,35 42,28 33,38
8 3324 39,92 31,51 8 3540 4234 33,42

7 3329 39,98 31,56 7 35,45 4240 33,47

6 3335 40,04 31,61 6 3551 42,46 33,52

5 3341 40,11 31,66 5 3556 4251 33,56

4 3346 40,17 NN "4 3561 42 57 33,61

3 3352 40,23 31,75 3 3566 42,63 33,66

2 3357 40,29 31,80 2 3572 42,69 33,70

1 33,62 40,35 31,85 1 35,77 42,75 33,75

0 3368 40,42 31,90 0 3582 42,81 33,79
0,8489 33,73 40,48 31,95 09458 3587 42,86 33,84
8 3379 40,54 32,00 8 3593 42,92 33,89

7 33,84 40,60 32,05 7 35,98 42,98 33,93

6 3390 40,67 32,10 6 36,03 43,04 33,98

5 33,96 40,73 32,15 5 36,08 43,10 34,03

4 3401 40,79 32,30 4 3614 43,16 34,07

3 3406 40,85 32,35 3 3619 43,22 3412

2 34,12 40,91 32,29 2 36,24 43,27 34,27

1 34,17 40,97 32,34 1 36,29 43,33 34,21

0 3423 41,03 32,39 0 3635 43,39 34,25
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Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Etanol Etanol
%  zapreminski gu 100 p %  zapreminski gu 100
% cm? % cm?

0,9439 36,40 43 45 34,30 0,9309 38,46 45,71 36,08
8 36,46 43,51 34,35 8 38,51 4577 36,13
7 3651 43,57 3439 7 3856 45,82 36,17
6 36,56 43,62 3444 6 38,61 45,88 36,21
5 36,61 43,68 34,48 5 38,66 4593 36,26
4 3666 43,74 34,53 .4 3B 45,99 36,30
3 3672 43,80 34,58 3 3876 46,04 36,34
2 3677 43,86 34,62 2 3881 46,10 36,39

1 3683 43,92 34,67 1 3886 46,15 36,43
0 3688 43,97 34,71 0 3892 46,21 36,47
09420 36,93 44,03 3476 09389 3897 46,26 36,52
8 3698 44,09 34,80 8 39,02 46,32 36,56
7 37,03 4415 34,85 7 39,07 46,37 36,60
6 37,09 4421 3489 6 3912 46,43 36,64
5 3714 44 26 34,94 5 3917 46,48 36,69
4 3719 4432 34,98 4 3922 46,54 36,73
3 3124 44 37 35,03 3 3927 46,59 36,80
2 3129 4443 35,07 2 3932 46,64 36,81

1 3734 44 48 35,12 1 3937 46,70 36,86
0 3739 44 54 35,16 0 3942 46,75 36,90
09419 3744 44 60 35,20 09379 3947 46,80 36,94
8 3749 44 65 35,25 8 3952 46,86 36,98
7 3754 4471 35,29 7 3957 46,91 37,03
6 3759 44,76 35,34 6 3962 46,97 37,05
5 3765 44,82 35,38 5 3066 47,02 37,11
4 37,70 44 88 35,42 4 39,71 47,07 37,15
3 3175 44 93 35,46 3 3976 4713 37,20

2 3780 4499 35,50 2 3981 4718 37,24

1 3785 45,04 35,55 1 3986 47,23 37,28
0 379 45,10 35,60 0 3991 4729 37,32
09400 3795 45,15 35,65 09369 3996 4734 37,37
8 38,00 4521 35,69 8 4001 47 40 37.41
7 3805 45,27 35,73 7 40,06 47 45 37,45
6 3810 4532 35,78 6 4010 4750 37,49
5 3815 45,38 35,82 5 4015 47 56 37,53
4 3820 45,43 35,86 4 4020 47 61 37,58
3 3825 45,49 35,91 3 4025 4766 37,62
2 3830 45,54 35,95 2 4030 47,71 37,66

1 38,35 45,60 35,99 1 40,35 47,77 37,70
0 3840 45,65 36,04 0 4040 47.82 37,74
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Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Etanol Etanol
P %  zapreminski gu 100 P %  zapreminski gu 100
% cm? % cm?®
09359 4045 47,87 37,79 09319 42,39 49,95 39,43
8 4049 47,92 37,83 8 4243 50,00 39,47
7 40,54 47,98 37,87 T 4248 50,05 39,51
6 4059 -~ 48,03 37,91 6 4253 50,11 39,56
5 4064 48,08 37,95 5 42,58 50,16 39,60
4 40,69 48,13 38,00 4 4263 50,21 39,64
3 40,74 48,19 38,04 3 4268 20,26 39,68
2 40,79 48,24 38,08 2 4272 50,31 39,72
1 4084 48,29 38,12 1 4277 50,36 39,76
0 4089 48,34 38,16 0 4282 50,41 39,80
09349 40,94 48,40 38,21 0,9309 42,87 50,47 39,84
8 4099 48,45 38,25 8 4292 50,52 39,88
7 4103 48,50 38,29 7 4297 50, 57 39,92
6 41,08 48,55 38,33 8 43,01 50,62 39,96
5 4113 48,60 38,37 5 43,06 50,67 40,00
4 4118 48,66 38,41 4 431 50,72 40,04
3 4123 48,71 38,45 3 4315 50,77 40,08
2 427 48,76 38,50 2 4320 50,82 40,12
1 41,32 48,81 38,54 1 43,25 50,87 40,16
0 4137 48,86 38,58 0 4330 50,92 40,20
09339 4142 48,92 3862 0,9299 43,34 50,97 40,24
8 4147 48,97 38,66 8 4339 51,02 40,28
7 4152 49,02 38,70 7 4344 51,07 40,32
6 4156 49,07 38,74 6 4349 51,12 40,36
5 4161 49,12 38,78 5 4354 51,18 40,40
4 4166 49,18 38,82 4 4359 51,23 40,44
3 4N 49,23 38,86 3 4364 51,28 40,48
2 4176 49,28 38,91 2 4368 51,33 40,52
1 4180 49,33 38,95 1 4373 51,38 40,56
0 4185 49,38 38,99 0 4378 51,43 40,60
08329 41,90 49,44 39,03 0,9289 43,82 51,48 40,64
8 44195 49,49 39,07 8 4387 51,53 40,68
7 4200 49,54 39,11 7 4392 51,58 40,72
6 42,05 49,59 39,15 6 4397 51,63 40,76
5 42,09 49,64 39,19 5 4401 51,68 40,80
4 4214 49,69 39,23 4 4406 51,73 40,84
3 4219 49,75 39,27 3 41 51,78 40,88
2 4224 49,80 39,13 2 4416 51,83 40,92
1 4229 49,85 39,35 1 4420 51,88 40,95
0 4234 49,90 39,39 0 4425 51,93 40,99
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Ispitivanje razlicitih hibrida kukuruza kao sirovine za proizvodnju bioetanola, skroba i hrane za Zivotinje

Etanol Etanol
p %  zapreminski gu 100 p % zapref;wmskl g l::;\go
% cm3 (1]
09279 4430 51,98 41,03 09239 46,15 53,92 42,56
8 4435 252,03 41,07 8 4620 53,97 42,60
7 4439 52,08 41,11 7 4624 54,02 42,64
6 4444 52,13 41,15 6 4629 54,07 42,68
5 4449 52,18 41,19 5 4633 54,11 42,71
4 4453 52,23 41,23 4 4638 54,16 42,75
3 4457 52,27 41,26 3 4643 54,21 42,79
2 4462 52,32 41,30 2 4647 54,26 42,83
1 4467 52,37 41,34 1 4652 54,31 42,87
0 44,71 52,42 41,38 0 4656 54,35 42,90
09269 44,76 52,47 41,42 09229 46,61 54,40 42,94
8 4481 52,52 41,46 8 4666 54,45 42,98
7 4486 52,57 41,50 7 46,71 54,50 43,02
6 4491 52,62 41,54 6 46,75 54,54 43,05
5 4495 52,67 41,57 5 46,80 54,59 43,09
4 4500 52,72 41,61 4 4684 54,64 4313
3 4505 52,77 41,65 3 46,89 54,69 4317
2 4510 52,82 41,69 2 4693 54,73 4320
1 4514 52,87 4,73 1 46,98 54,78 43,24
0 4518 52,91 41,76 0 47,03 54,83 43,28
09259 45,23 52,96 41,80 09219 47,07 54,88 43,32
8 4528 53,01 41,84 8 4711 54,92 43,35
7 4532 53,06 41,88 7 4716 54,97 43,39
6 4537 53,11 41,92 6 4721 55,02 4343
5 4541 53,15 41,95 5 472 55,07 43,47
4 4546 53,20 41,99 4 4730 55,11 43,50
3 4551 53,25 42,03 3 4734 55,16 4354
2 4556 53,30, 42,07 2 4739 55,21 43,58
1 4560 53,35 42,11 1 4744 55,26 4362
0 4565 53,40 42,15 0 4748 55,30 43,65
09249 4569 53 44 42,18 09209 47,53 55,35 4369
8 4574 53,49 42,22 8 4758 55,40 4373
7 4578 53,54 42,26 7 4762 55,44 4376
6 4583 53,59 42,30 6 4766 55,49 43,80
5 4588 53,64 42,34 5 47,71 55,54 4384
4 4592 53,68 42,37 4 4776 55,59 43,88
3 4597 53,73 42,41 3 4780 55,63 43,91
2 46,01 53,78 42,45 2 4785 55,68 43,95
1 46,06 53,83 42,49 1 4789 55,73 43,99
0 461 53,88 4253 0 4794 55,78 44,03
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Mpunor 1.

M3sjaBa o ayTopcTBy

MoTtnucanu-a _BaneHTtuHa CemeHyeHKo

6poj nHaekca 4021/2008

U3sjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa AucepTaumja Nof HacrIoBOM:

Ucnutueare pasnuynTux XMGQMQa KYKypy3a Kao CUPOBUHE 33 NPOU3BOAHY
6V|0€TaHOl'Ia, ckpoba u XPaHe 3a XUBOTUH-E

®  pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXWBAYKOr paja,

¢ AanpenroxeHa gucepTauvja y LenvHM HU y lenoBrMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare Guno koje AunriomMe npema CTyAMicKUM nporpammuma gpyrux
BUCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBa,

e [aCy pesynTaTti KOPeKTHO HaBEAEHM W

° Aa HMCaM Kpluvo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO WHTEmNeKTyamHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 25.05.2013. roguHe

%&ﬂ/ﬁwa &4«//7(}/7%/




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 uCTOBETHOCTU WITAaMNaHe u erneKTpPOoHCcKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vme 1 npesume aytopa BaneHTuHa CemeHueHKo

Bpoj nHgekca 4021/2008

Cryavjckv nporpam _BuoTtexHonoruia u Guoxemujcko UHXEHEePCTBO

Hacnos paga Ucnutusare pasnuuntix xubpuaa KyKypy3a Kao cupoBuHe 3a
npousBoAy 6uoetaHona, ckpoba u XpaHe 3a XKUBOTUH-E

MeHnTop _ap Jburbasa Mojosuh, pefiosHM npodecop TexHOMoLLIKo-MeTanypLIKor
akynteta YHusepautera y Beorpagy /e

MoTnucanu/a BaneHTuHa CemeHYeHKo

UsjaBroyjem fa je wramnana Bep3auja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €IeKTPOHCKOj
BEp3Wju kojy cam npepao/na 3a objaBrbMBalke Ha noprany [OurutanHor
penosuTopujyma YHuBepauterta y Georpaay.

[oseorbaBam fa ce o6jase MOjU NWYHM MoAaLM BesaHu 3a nobujawe akagemckor
SBakba QI0KTopa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 NpesuMe, roavHa U MecTo pofiesa u Aatym
oabpaHe paga.

OBM Nu4HM nopaum Mory ce oOGjaBUTU Ha MPEXHAM CTpaHMLUama AuruTanHe
Gubnmoteke, y eneKTPOHCKOM KaTarory v y nybnukauujama YHusepauteta y Beorpagy.

Motnuc nokropaHga

Y Beorpapy, 25.05.2013. roguHe
Valouling Semeercisntr




Mpunor 3.

M3jaBa o kopuiwhemy

Oenawhyjem YHusepautetcky Gubnmoteky ,CBeTo3ap Mapkosuh* ga y [urutanuu
penosuTopujym YHuBepsuteTa y Beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
Hacrnosom:

NCIUTUBAHE PASAUYMTIAX XMBPUAQ KYKYDY3A KOO CUDOBUHE 30 MDOMU3BOAMLY
B1OETAHOAQ, CKPOBA M XPAHE 3Q XKUBOTUHE

Koja je mMoje ayTopcko aeno.

AvcepTaumjy ca cBMM npunosvma npeaaoc/na cam y eneKTPOHCKOM hopMaTy NoroAHOM
3a TpajHo apxuBMpatse.

Mojy pokTopcky AucepTaumjy noxparseHy y [urutanHu penosutopujym YHuBepauteTta
y Beorpagy mory fa kopucTe CBU Koju nowwTyjy ogpeaGe caapxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHLe KpeatusHe sajenruLe (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

¥

1. AytopcTeo
2. AyTOpCTBO - HeKOoMepLUjanHo
@AyTopcrao — HekomepuwjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpcTBO — HeKOMEepLMjanHo — AenUTU Nog UCTUM ycrnosuma
5. Aytopcto — Ges npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTYM NOA UCTUM YCIOBUMA

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefHy Of LUECT MoHyReHux NULEHUM, KpaTak onuc
nUUeHUM 4at je Ha nonefuHu nucra). :

MoTnuc pokropaHga

Y Beorpagy, 25.05.2013. roauHe

Yalte Tima Sperippples




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUbyunjy U1  jaBHO
caonwTasawe Aena, U npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HavuH ogpeneH
Of CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue, 4Yak u y komepuujanHe cspxe. OBo je
HajcnoboaHuja o4 CBUX NULEHLM.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTpubyumjy un
jaBHO caonwTaBawe Aerna, u npepaje, ako ce HaBede UMe ayTtopa Ha HauvH
ogpeheH of cTpaHe aytopa wnu pasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He
A03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — Ge3 npepage. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBae,
AVMCTPUOYUMjy 1 jaBHO caonwiTaBake aena, 6e3 npomeHa, NpeobnnkoBamwa unm
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH on
CTpaHe ayTopa unu pJaeaoua nuvueHue. OBa nuueHua He [o03BorbaBa
komepuujanHy ynotpeby nena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM
NMUEHLOM ce orpaHuM4aBa Hajsehu obum npaea kopulihena gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpUMjarnHO — AennTn Nog uctum ycnosuma. [lossorbaBate
yMHOXaBake, AMCTpubyunjy 1 jaBHO caonwitaBake dena, u npepage, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa wnu pasaoua
nuueHue 1 ako ce npepaga auctpmbympa noa UCTOM UMW CAIMYHOM JIMLEHLIOM.
OBa nuueHua He Ao3BOMbaBa koMepuumjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTte ymMHOXaBawe, AUCTpUOYyUUjy U
jaBHO caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena 'y
CBOM [Jeny, ako ce HaBede uMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
wnn pasaoua nuueHue. OBa nuueHua A03BOrbaBa KomepuuvjanHy ynotpeby
gena.

6. AyTopCcTBO - genutn nog MCTUm ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe€,
AncTpmbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, WU npepage, ako ce HaBede ume
ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa v aBaoua nuueHLe U ako ce
npepaga auctpubympa nog WUCTOM MMM CriMMHOM nuueHuom. OBa nuvueHua
A03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena n npepaga. CnnyHa je copTBEPCKUM
nvueHuama, O4HOCHO NMueHuama OTBOPEHOr Koaa.



